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A: Anterior  
AE: Atresia de esófago  
Ao: Aorta 
ACD: Arteria carótida derecha 
AoA: Aorta ascendente 
Aod: Aorta descendente  
ASD: Arteria subclavia derecha 
BD: Bronquio derecho 
BI: Bronquio izquierdo  
COUP-TF II: En inglés “chicken ovalbumin upstream promoter 
transcription factor”, factor de transcripción II del promotor del gen de 
la ovoalbúmina de pollo.  
D: Derecha. 
E: Esófago  
ECMO: Oxigenación con membrana extracorpórea 
EEI: Esfínter esofágico inferior 
EES: Esfínter esofágico superior 
FiO2: Proporción de contenido de oxígeno en la mezcla de gases 
anestésicos o ventilatorios. 
g: gramos  
HDC: Hernia diafragmática congénita 
HOM: Genes homeóticos 
I: Izquierda  
  2
MEN: Neoplasia endocrina múltiple 
mm: milímetros 
mmHg: milímetros de mercurio  
NV: Nervio vago 
NVD: Nervio vago derecho 
NVI: Nervio vago izquierdo 
NRLD: Nervio recurrente laríngeo derecho 
NRLI: Nervio recurrente laríngeo izquierdo 
ON: Oxido nítrico 
P: Posterior 
PaC02: Presión arterial de anhídrido carbónico 
PaO2: Presión arterial de oxígeno 
PMA:  Presión media de la vía aérea 
PMP: Placa mesenquimal posthepática 
RGE: Reflujo gastroesofágico 
RR: Frecuencia respiratoria 
RTEEI: Relajaciones transitorias del esfínter esofágico inferior 
Shh: En inglés “sonic hedgegog”, factor de transcripción. 
SP-A y SP-B: Genes responsable de la síntesis de las proteínas A y B 
del surfactante respectivamente. 
T: Tráquea 
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El reflujo gastroesofágico es una de las secuelas más importantes en los 
pacientes supervivientes a una hernia diafragmática congénita. Su elevada 
incidencia, unido a la demostración de determinadas alteraciones 
anatómicas en el esófago de estos pacientes, sugiere que existen razones 
anatómicas y funcionales que favorecen el reflujo en esta entidad. 
El estudio de la hernia diafragmática en condiciones de laboratorio ha 
permitido demostrar la similitud del modelo murino y la entidad humana, 
no sólo en el defecto primario sino, lo que casi es más importante, en todo 
el cortejo malformativo acompañante. Al mismo tiempo ha facilitado la 
comprensión de los mecanismos moleculares y genéticos involucrados en 
la etiopatogenia de la enfermedad.  
Uno de estos mecanismos más verosímilmente afectados es la 
organogénesis derivada de la cresta neural. Este estructura embrionaria 
es el origen de múltiples y muy diferentes células, órganos y sistemas. 
Hasta la fecha, nuestro grupo y otros han demostrado que muchos de 
ellos se encuentran alterados tanto en la entidad humana como en el 
modelo experimental.  
El sistema nervioso entérico deriva íntegramente de las células de la 
cresta neural. Los nervios vagos y todas las neuronas y tejido glial que se 
encuentran en el espesor de la pared intestinal provienen de unas pocas 
células neurocristales. Su correcta disposición y funcionamiento aseguran 
una actividad intestinal normal. Una alteración a nivel esofágico 




Hasta la fecha no existen estudios de la inervación del esófago ni en 
pacientes ni en roedores portadores de hernia diafragmática congénita. 
Este trabajo intenta responder a esta cuestión, es decir, si existen 
alteraciones en la inervación esofágica en el modelo experimental de 

















1.- LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA 
1.1.- EPIDEMIOLOGIA, GENETICA Y MALFORMACIONES ASOCIADAS:   
La hernia diafragmática congénita (HDC) es un defecto en la formación del 
diafragma que afecta a 1 de cada 2000 a 5000 recién nacidos vivos. En 
una revisión del National Maternity Hospital de Dublín, la incidencia fue 
de 1 en 2107 recién nacidos vivos en un total de 90000, cifra que se 
estima realista dada la escasa incidencia de interrupciones voluntarias del 
embarazo en Irlanda1. La incidencia en abortos, por otro lado, no está tan 
clara; aproximadamente un tercio de todos los fetos con HDC se pierden 
en el curso de la gestación, aunque estas muertes suelen ser debidas a 
otras malformaciones asociadas letales2. 
La malformación consiste en un orificio diafragmático situado en la 
porción posterior y lateral, generalmente en el lado izquierdo, a través del 
cual pasan al tórax las vísceras abdominales (Figura 1). Éstas pueden 
incluir el lóbulo hepático izquierdo, el bazo, el páncreas, los riñones y todo 
el tracto gastrointestinal desde el estómago hasta el colon3.  
Aproximadamente en el 80% de los casos el defecto es izquierdo, derecho 
en un 19-20% y, muy raramente, es bilateral. Habitualmente es una 
malformación esporádica, siendo considerados menos del 2% casos 
familiares4. 
Al menos el 10% de los pacientes con HDC y otras malformaciones al 
nacimiento presentan una asociación sindrómica conocida5. En algunos 
casos el gen responsable es conocido, como algunos síndromes que 
asocian sobrecrecimiento, tumores embrionarios y HDC (síndromes de 
Simpson-Golabi-Behmel, Denys-Drash, Beckwith-Wiedemann y Perlman), 
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u otros en los que los defectos mesenquimales o del tejido conjuntivo 
pueden causar HDC (síndromes de Marfan y craniofrontonasal y 
distostosis espondilocostal)6. 
Otra asociación clásica de malformaciones severas y HDC es el síndrome 
de Fryns que asocia a la hernia hipoplasia pulmonar, alteraciones en los 
dedos y uñas, facies tosca, paladar hendido, fisuras faciales, 
malformaciones cerebrales, cardiopatía, displasia renal y malformaciones 
genitourinarias, y que es casi invariablemente mortal7. Hasta hace poco 
no se conocía su causa, que parece ser la asociación de dos deleciones en 
los cromosomas 15 y 8, lo que explicaría su herencia autosómica 
recesiva8. 
Se han descrito alteraciones cromosómicas hasta en el 33% de los casos 
de HDC5. Las más frecuentes son las alteraciones en el número de 
cromosomas, tales como los síndromes de Turner, Down, Edwards y 
Patau6. 
En general, el 100% de los fetos autopsiados con HDC y de un 40 a un 
57% de los pacientes tienen malformaciones asociadas9,10. Considerando 
los abortos, mortinatos y recién nacidos, las más frecuentes son defectos 
derivados del cierre del tubo neural, anomalías cardiacas, genitourinarias, 
gastrointestinales, esqueléticas, cromosómicas y malformaciones 
pulmonares11. Son muy frecuentes por tanto los defectos del tubo 
neural12, las cardiopatías congénitas con defectos conotruncales 
principalmente13,14, las malformaciones del esqueleto axial y los 
miembros15-17 y la asociación a síndromes derivados de malformaciones de 
















Figura 1: Imagen correspondiente a una necropsia de un recién nacido 
fallecido a las 2h de vida por presentar una HDC bilateral. Nótese la 
presencia de intestino en el hemitórax izquierdo y la herniación del lóbulo 
hepático derecho hacia el tórax del mismo lado. 
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1.2.- EMBRIOLOGIA DEL DIAFRAGMA: 
El desarrollo embriológico del diafragma es un proceso con algunos 
puntos no aclarados que implica múltiples y complejas interacciones tanto 
de tejidos como de células. Clásicamente el diafragma se considera 
derivado de 4 componentes distintos19: 
1.- El tendón central anterior que se forma a partir del septum 
transversum. Algunos mioblastos que se originan en él emigran a las 
membranas pleuroperitoneales arrastrando con ellos las 
correspondientes ramas de los nervios frénicos. La porción 
diafragmática originada es la no muscular o centro tendinoso 
diafragmático. 
2.- Las porciones dorsolaterales, que se forman a partir de las 
membranas pleuroperitoneales. 
3.- Un anillo de mesodermo paraaxial de la pared corporal y que 
corresponde a los músculos intercostales torácicos de los niveles T7 a 
T12. 
4.- Los pilares diafragmáticos, que evolucionan a partir del 
mesénquima del intestino anterior en los niveles L1 a L3. 
En una primera fase, que tiene lugar entre la tercera y la cuarta semana 
postconcepcional, se desarrolla el llamado primordio diafragmático 20. El 
diafragma es inicialmente una masa de tejido mesenquimal rodeada por el 
epitelio de la cavidad pericárdica por arriba y por el de la cavidad 
peritoneal por abajo; su límite dorsal lo forman los canales 
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pleuroperitoneales, que ponen en comunicación las cavidades pericárdica 
y abdominal. Muy pronto crecerán células hepáticas en el septum 
transversum, expandiéndolo en una dirección ventrolateral. Este septum 
está sujeto ventral y lateralmente a la pared del cuerpo y dorsalmente al 
mesénquima asociado al intestino anterior. Al final de esta primera fase, el 
diafragma primitivo está pues compuesto por 2 partes, una ventral que es 
el septum transversum y otra dorsal que son los canales 
pleuroperitoneales.  
La segunda fase del desarrollo diafragmático consiste en el cierre definitivo 
de los canales pleuroperitoneales al tiempo que se forma la cavidad 
pleural. Esta fase comprende de la cuarta a la octava semana de vida 
embrionaria y no está muy claro cómo es el proceso que facilita el cierre 
de estos canales. En 1984 Iritani propuso la teoría de la existencia de una 
tercera parte del diafragma, la llamada placa mesenquimal posthepática 
(PMP)21, que estaría alojada entre las otras dos descritas en el párrafo 
anterior. Su crecimiento lateral y caudal facilitaría el cierre de las 
membranas pleuroperitoneales. En lo que sí parecen estar de acuerdo 
todas las teorías es que este cierre se ha completado alrededor de la 
octava semana de gestación, momento en que el intestino medio se 
reintroduce en la cavidad peritoneal20 
Las membranas pleuroperitoneales se ven entonces invadidas por 
mioblastos derivados de los somitos cervicales que siguen el camino que 
les ofrecen los nervios frénicos. La parte diafragmática derivada de la 
pared, por su parte, será inervada por los nervios intercostales.  
Esta muscularización de las membranas es algo más tardía en la porción 
más posterolateral, región que fue descrita por primera vez por Bochdalek 
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en 1848, razón por la que el sitio más común para la presentación de una 
HDC lleva su nombre21. 
En suma, existen 3 pasos en el desarrollo normal del diafragma y en los 
que la PMP jugaría un papel fundamental22: 
 1.- La formación de un sistema de pliegues que logra separar las 
cavidades pleural y peritoneal, 
 2.- La expansión dorsocaudal del hígado, que actuaría como una 
fuente de mesénquima para la PMP. 
 3.- El cierre de los canales pleuroperitoneales. 
Clásicamente se ha considerado como causa de la HDC la falta de cierre 
de los canales pleuroperitoneales. Sin embargo sabemos por los estudios 
experimentales en roedores que esto no es necesariamente así, pues ni el 
defecto resultante de su falta de cierre es suficientemente grande ni el 
momento en el que sucede el oportuno para que ocurra la hernia 20. De 
estos estudios sabemos que el denominador común en la embriología de la 
HDC es un desarrollo anormal de la PMP.  
En los últimos años se ha profundizado en el conocimiento del control 
genético de este proceso embrionario. La identificación del gen COUP-TFII 
como básico para el correcto desarrollo de la PMP, abre algunas puertas a 





A pesar de que su causa es desconocida, los efectos de la HDC sobre la 
función y el desarrollo pulmonar están muy bien descritos. Las vísceras 
herniadas en la cavidad torácica no siguen su proceso normal de rotación 
y fijación intraabdominal, por lo que la malrotación es un hallazgo 
constante en la HDC. De la misma manera, si el cierre del canal 
pleuroperitoneal tiene lugar aunque sea parcialmente, las vísceras 
abdominales pueden estar cubiertas por una membrana no muscular que 
forma una especie de saco herniario hasta en el 10% de los casos24.  
El defecto se puede describir como un espacio totalmente abierto entre el 
tórax y el abdomen, generalmente de unos 4 cm de diámetro en la porción 
posterolateral izquierda del diafragma. Las vísceras herniadas originan 
problemas tanto pulmonares como cardiacos, que hoy comprendemos 
porque han sido reproducidos fielmente en diversos modelos 
experimentales25. De ellos se sabe que la hipoplasia pulmonar asociada a 
la HDC y que es el mayor condicionante de la presentación clínica y el 
pronóstico de los pacientes, forma parte del defecto primario y no es tan 
solo consecuencia de la compresión de las vísceras abdominales sobre el 
pulmón21,22. 
Una de las características de esta hipoplasia pulmonar es que no sólo 
afecta al lado donde está la hernia, sino que también el contralateral está 
alterado. Debido a que el proceso de división bronquial se ve afectado por 
el defecto primario y la presencia intratorácica de las asas, el desarrollo 
pulmonar se ve comprometido. De ahí que existan al nacimiento tanto 
menor número de bronquios como menor cantidad de alveolos en los 
pulmones de los pacientes con HDC26. 
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Al mismo tiempo, el lecho vascular también está alterado. Existe una 
reducción en el número de divisiones arteriales en ambos pulmones y, lo 
que es más característico, una marcada hiperplasia de la capa muscular 
media de las arterias27. La consecuencia fisiopatológica de esta hiperplasia 
es un aumento en la susceptibilidad de sufrir hipertensión pulmonar tras 
el nacimiento, cuando al no caer las presiones pulmonares se instaura 
una situación que conocemos como persistencia de circulación fetal. En 
ella las resistencias pulmonares son altas, el flujo pulmonar es bajo y se 
establecen desvíos de sangre pulmonar a territorio sistémico, ya sea a 
través del foramen oval ya a través del ductus arterioso. La presencia de 
sangre no oxigenada en territorio sistémico condiciona una hipoxia que a 
su vez, estimula la vasoconstricción pulmonar, cerrando este círculo 
vicioso que puede acabar con la vida del paciente. Otros factores presentes 
que pueden acentuar aún más esta vasoconstricción pulmonar son la 
acidosis, la hipotermia y la situación de estrés a la que está sometido el 
recién nacido con HDC28.  
1.4.- DIAGNOSTICO: 
En general, el defecto es diagnosticado semanas antes del nacimiento 
mediante una ecografía, lo que ocurre en nuestro medio hasta en el 90% 
de los casos29. La presencia de polihidramnios es frecuente30, atribuida 
habitualmente a la posición anatómica de la unión gastroesofágica, lo que 
impediría al feto tragar líquido amniótico. Los signos ecográficos más 
frecuentes que permiten diagnosticar la HDC son la ausencia de cámara 
gástrica y la presencia de alguna víscera sólida en el tórax.  
Después del nacimiento la sintomatología del niño con HDC es 
básicamente respiratoria y depende del grado de hipoplasia y de 
hipertensión pulmonares que acompañan a la malformación. 
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Habitualmente se trata de un recién nacido con dificultad respiratoria 
progresiva y severa, abdomen excavado y un hemitórax que puede estar 
insuflado a medida que las vísceras abdominales se llenan de aire. El 
diagnóstico es  fácilmente confirmado mediante la radiografía simple, sin 
que sean necesarias la mayoría de las veces otras pruebas (Figura 2). No 
son necesarias más exploraciones para el diagnóstico de la HDC aunque sí 
para el despistaje obligado de otras malformaciones asociadas, por lo que 
son necesarias, al menos, una radiografía del esqueleto, una 
ecocardiografía, una ecografía abdominal y una ecografía cerebral. 
Dada la alta tasa de diagnósticos prenatales, esta sintomatología ocurre 
raramente, pues al nacimiento (frecuentemente mediante cesárea 
programada en los centros terciarios) el paciente es intubado 





Figura 2: Radiografía simple de tórax de un paciente con hernia 
diafragmática izquierda donde se aprecia la ocupación del hemitórax 
por asas intestinales. 
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1.5.- FACTORES PRONÓSTICOS: 
La búsqueda de factores pronósticos asociados a la HDC ha sido 
históricamente frustrante, compleja y contradictoria, ya que suelen haber 
sido deducidos desde estudios retrospectivos que sufren el sesgo básico de 
los avances tecnológicos continuos en el tratamiento de estos pacientes. 
1.5.1.- Factores anatómicos:  
Algunos autores han sugerido que un diagnóstico prenatal antes de las 24 
semanas de gestación sugiere un mal pronóstico31, aunque esto no ha 
sido refrendado por otros32. Tampoco el polihidramnios ha sido 
considerado unánimemente como un factor pronóstico, existiendo 
estudios que apoyan o descartan dicha posibilidad29,33, al igual que ocurre 
con la posición intratorácica del estómago34,35. Otros factores implicados 
han sido el grado de hipoplasia cardiaca36 (de difícil interpretación pues es 
explorador-dependiente) y, más recientemente, el cociente resultante de 
dividir el área pulmonar del lado de la hernia entre el área cerebral 37,38. 
Así, la constatación a las 24 semanas de edad gestacional de un cociente 
menor de 0,8 junto a la presencia del hígado en la cavidad torácica se 
asoció a un 100% de mortalidad postnatal 39. Este índice, sin embargo, 
también se ha visto cuestionado como factor pronóstico en las últimas 
revisiones practicadas40. 
1.5.2.- Parámetros fisiológicos:  
Fueron Boix-Ochoa et al los primeros en publicar que los pacientes con 
bajas concentraciones de PCO2 y con PO2 que mejoraban después de la 
ventilación mecánica, tenían mejor pronóstico que aquellos con altas 
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concentraciones de PCO2 que no respondían a tratamiento médico41. 
Desde entonces algunos parámetros utilizados para establecer el 
pronóstico de estos pacientes han sido el índice de oxigenación 
(IO=PMAxFiO2/PaO2)42, y el de ventilación (IV=RRxPMAxPaCO2/1000)27, 
de forma que un IO menor de 0,08 o un IV menor de 40 de 1000 se 
asocian a una supervivencia mayor del 90%.  
1.6.- TRATAMIENTO: 
Ya son muy lejanos los tiempos en que se decía que “para el paciente en el 
que la hernia diafragmática se presenta en el momento de nacer, poco o 
nada puede hacerse desde el punto de vista quirúrgico”43. Desde entonces 
el cuidado de estos niños ha mejorado espectacularmente. De hecho, 
muchas de las innovaciones tecnológicas de las últimas décadas en el 
tratamiento de los recién nacidos con dificultad respiratoria han surgido 
gracias a  los pacientes con HDC. 
1.6.1.- Tratamiento prenatal:  
Dado que la mayoría de los casos de HDC se diagnostican prenatalmente, 
es obligatorio realizar el despistaje de otras malformaciones asociadas, 
especialmente cardiovasculares y nerviosas, así como realizar un cariotipo 
mediante una amniocentesis. Además, se debe enviar a la madre a un 
centro terciario en el que se asegure un correcto tratamiento del recién 
nacido, evitando un traslado neonatal que, en el mejor de los casos, sería 
muy peligroso. Otra de las formas de tratar prenatalmente al paciente con 
HDC es la administración a la madre de glucocorticoides. Derivado de 
estudios experimentales realizados a mediados de la década de los 9044-48, 
se supuso que la administración prenatal de dexametasona mejoraba la 
hipoplasia pulmonar, y podía revertir alguno de los cambios patológicos 
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que tienen lugar en el pulmón hipoplásico, como por ejemplo la 
hiperplasia muscular arterial. Algunos estudios de nuestro grupo han 
demostrado que los corticoides también reducen la hipoplasia cardiaca49 
y, lo que es más importante, ayudan a mejorar la acción de determinados 
factores de trascripción implicados en la síntesis del surfactante50. Desde 
entonces el uso de corticoides en la madre gestante de un feto con HDC se 
convirtió en una política universal; hoy se sabe por estudios prospectivos 
randomizados que su uso no mejora la supervivencia 51. 
Otros fármacos que han sido probados en el tratamiento prenatal son la 
hormona liberadora de tirotropina52, algunos factores de crecimiento y 
sustancias antioxidantes53, de las que nuestro grupo también ha 
demostrado el beneficio de su uso en animales de experimentación y en 
cultivos de neumocitos humanos54-56. 
1.6.2.- Tratamiento preoperatorio: 
1.6.2.1.- Reanimación: Todos los esfuerzos deben ir encaminados a 
estabilizar al paciente y, al mismo tiempo, disminuir el daño iatrogénico. 
Es esencial tener claro que se trata de una urgencia médica y no 
quirúrgica. La dificultad respiratoria de estos pacientes viene dada por dos 
factores: una hipoplasia pulmonar que es irreversible y una hipertensión 
pulmonar sobre la que se puede actuar.  
En primer lugar el paciente debe ser intubado; cualquier intento por 
ventilarlo con ambú o mascarilla está contraindicado. La monitorización 
debe ser invasiva, colocando catéteres umbilicales tanto arterial como 
venoso. La saturación y presión arterial de oxígeno en territorio preductal 
se hará mediante sensores transcutáneos. La imposibilidad de mantener 
unas presiones arteriales de oxígeno correctas en territorio preductal 
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manteniendo una ventilación correcta, se considera un factor de muy mal 
pronóstico 57,58. Al mismo tiempo se procurará mantener una temperatura 
adecuada, una perfusión de líquidos correcta, un equilibrio ácido-base 
estable, un apoyo inotrópico que puede requerir tanto dopamina como 
dobutamina y, finalmente, una sedación que dependerá básicamente del 
tipo de ventilación mecánica empleada.  
1.6.2.2.- Ventilación mecánica: El objetivo de la ventilación en estos 
pacientes debe ser mantener una alta frecuencia respiratoria con 
presiones bajas y, si es posible, sin presión positiva espiratoria. De este 
modo se deben conseguir buenas presiones de oxígeno preductales con 
presiones arteriales de CO2 que pueden oscilar entre 50 y 70 mmHg, e 
incluso más según la política de hipercapnia permisiva que introdujo hace 
años el grupo de Stolar de Nueva York59. El cambio a otros tipos de 
ventilación, como la oscilatoria o de alta frecuencia 60, se ha usado cada 
vez más frecuentemente, aunque no está muy claro su impacto individual 
en la supervivencia de estos pacientes 61.  
1.6.2.3.- Vasodilatadores pulmonares: clásicamente se usó un 
vasodilatador pulmonar específico llamado Tolazolina para el tratamiento 
de los pacientes con HDC. Sin embargo su efecto era muy marginal y 
producía hipotensión y taquifilaxia62. Otros agentes que se han intentado 
incluyen el nitroprusiato, el isoproterenol, la nitroglicerina y el captopril, 
pero ninguno ha demostrado eficacia 63. 
Uno de los más importantes avances de los últimos años ha sido sin duda 
el uso del óxido nítrico (ON) en el tratamiento ventilatorio de los pacientes 
con hipertensión pulmonar. Identificado inicialmente como un mediador 
de la vasodilatación64, se trata de un gas de fácil difusión que es 
rápidamente inactivado cuando se une a la hemoglobina, por lo que se 
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puede administrar de manera fácil mediante ventilación mecánica y ejerce 
un efecto solamente local. Su efecto en pacientes con HDC es 
vasodilatador, y parece existir consenso en el papel jugado por el ON en la 
mejora del pronóstico de esta patología65-67, aunque no existen evidencias 
contrastadas mediante ensayos prospectivos randomizados 68,69. 
Curiosamente, esta molécula además juega un papel fisiopatológico 
indeterminado en la etiopatogenia de la HDC ya que la expresión de la 
enzima sintetizadora del ON en los vasos pulmonares de los recién 
nacidos y los animales con HDC está disminuida70,71. 
1.6.2.4.- Surfactante: Algunos estudios bioquímicos en pacientes con HDC 
han demostrado alteraciones en la composición del surfactante72, 
observaciones que se han demostrado también en los modelos animales 
de esta malformación73-76. Su uso en clínica está en continua evaluación 
mediante estudios prospectivos,77-79 que parecen concluir sin embargo que 
no son beneficiosos en términos de supervivencia80,81.  
1.6.3.- Tratamiento quirúrgico: 
1.6.3.1- Momento del tratamiento: inicialmente considerada como una 
emergencia quirúrgica82, hoy sabemos que el paciente requiere un periodo 
de estabilización preoperatorio que permita alcanzar una función 
respiratoria más adecuada83-86. De hecho, algunos estudios han 
demostrado la eficacia del tratamiento quirúrgico diferido en la 
disminución de las tasas de mortalidad y en la incidencia de persistencia 
de circulación fetal en los niños con HDC87.  
¿Cuándo es entonces el momento adecuado para operar al paciente? 
Desde la instauración de este periodo de estabilización inicial, la cirugía 
ha ido atrasándose cada vez más. En algunos estudios parece 
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demostrarse una normalización progresiva de los valores de hipertensión 
pulmonar medidos mediante ecocardiografía88, proponiendo un retraso en 
la cirugía de entre 100 y 360 horas contabilizadas desde el nacimiento. Se 
permitiría así que el diámetro de las arterias pulmonares se incrementara 
y, al mismo tiempo, disminuyera su sensibilidad a los estímulos de la 
vasoconstricción pulmonar89.  
1.6.3.2.- Técnica quirúrgica: A través de una incisión subcostal en el lado 
de la hernia se accede al defecto diafragmático. Las vísceras deben ser 
desalojadas suavemente de la cavidad torácica sin dañar ningún órgano, 
especialmente el bazo o el hígado. El defecto diafragmático es expuesto así 
en su totalidad. En la mayoría de los casos existe un buen rodete 
diafragmático en la parte anterior del defecto, siendo muy variable el 
rodete posterior. En el caso más favorable, el orificio se cierra con puntos 
sueltos de material no reabsorbible. En determinadas ocasiones es 
necesaria la interposición de una malla sintética que hace las veces de 
diafragma y que debe sujetarse tanto al rodete anterior como a las 
costillas también con puntos sueltos de material no reabsorbible90,91 
(Figura 3). La reparación de la hernia diafragmática también es posible 
mediante abordaje toracoscópico o laparoscópico, siendo cada vez más 
frecuente que algunos autores comuniquen su experiencia mediante esta 
técnica92. En los contados casos en los que existe saco herniario, éste 
debe ser extirpado en su totalidad antes de proceder al cierre del defecto.  
La intervención concluye con el cierre de la cavidad abdominal, que debe 
hacerse sin tensión. Para conseguirlo, en ocasiones es necesario cerrar 
tan solo la piel, dejando una eventración muscular que se corregirá meses 
más tarde. Si incluso la piel no puede cerrarse sin tensión, puede 
interponerse una malla protésica que se irá retirando en el periodo 




Figura 3: A) Imagen a través de una laparotomía subcostal de un típico defecto 
de Bochdaleck en el diafragma izquierdo. B) Orificio cerrado mediante la 





1.7. - OTROS TRATAMIENTOS Y TENDENCIAS FUTURAS: 
1.7.1.- Oxigenación con membrana extracorpórea (ECMO):  
El ECMO fue introducido en 1977 para tratar recién nacidos con fallo 
respiratorio refractario a tratamiento convencional. La primera vez que se 
usó en un paciente con HDC fue en 198194. Considerado como el último 
escalón en el tratamiento de la insuficiencia respiratoria, su uso ha sido 
ampliamente difundido para la HDC en aquellos casos en los que las 
terapias convencionales han fracasado. Sin embargo, sus efectos sobre la 
supervivencia global y el pronóstico funcional de los pacientes a largo 
plazo no están del todo claros95-102, pues no existen estudios prospectivos 
ni revisiones sistemáticas que puedan dilucidar su utilidad. Al mismo 
tiempo, las secuelas de los supervivientes relativas al uso de ECMO son 
frecuentes. Se ha demostrado que el porcentaje de pacientes sometidos a 
ECMO con secuelas neurosensoriales era del 40-60% en la HDC y tan solo 
del 10% en las demás indicaciones de la técnica103,104. Estos y otros 
estudios105,106 no hacen sino aumentar las dudas sobre la eficacia de esta 
técnica terapéutica. 
1.7.2.- Cirugía fetal, ventilación líquida y trasplante pulmonar:  
Quizás la modalidad con más impacto mediático en el tratamiento de la 
HDC es la posible instauración de medidas intraútero para la corrección 
del defecto o de sus consecuencias. Tras unos intentos iniciales de cerrar 
el defecto diafragmático107 que fueron infructuosos, se recurrió a una idea 
tomada de observaciones experimentales que demostraban un crecimiento 
pulmonar acelerado después de la oclusión o de la ligadura de la traquea 
in utero108-112. La oclusión traqueal experimental (llamada en inglés 
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mediante el acrónimo PLUG por “plug the lung until it grows”, en el que 
“plug” además significa literalmente “tapón”) provoca en los animales con 
HDC una mejor oxigenación y ventilación tras el nacimiento cuando se 
comparan a los controles no tratados113. Aunque no es una técnica 
universalmente extendida, hay en marcha algunos estudios multicéntricos 
prospectivos para su uso en clínica humana39,114. Todos los ensayos 
propuestos hasta la fecha coinciden en la necesidad de una identificación 
muy clara de los pacientes que pueden ser sometidos a esta terapia. Tanto 
en el modelo europeo como en el americano, los criterios de inclusión 
pasaban por la identificación de aquellos pacientes con ninguna o casi 
ninguna posibilidad de sobrevivir tras el nacimiento. En ambos casos se 
usaron factores pronósticos relativos al cociente entre el área pulmonar y 
el área cerebral medidas antes de las 24 semanas de edad gestacional.   
La ventilación líquida también ha visto cómo su aplicación clínica se hace 
cada vez más real115-118. La administración de perfluorocarbono a los 
pacientes con HDC aumenta la PaO2, disminuye la PaCO2 y aumenta la 
distensibilidad pulmonar, mejorando el pronóstico de los pacientes con 
HDC119. El único ensayo clínico publicado hasta la fecha incluyó 13 
pacientes, 8 ventilados con perfluorocarbono y 5 con ventilación 
convencional, todos en ECMO; los 2 grupos mostraron cifras similares de 
supervivencia118.  
Por último, otra terapia que puede tener importancia futura es el 
transplante pulmonar auxiliar como paso intermedio que permita la 





1.8.- SUPERVIVENCIA  
A pesar de todos los avances terapéuticos expuestos hasta ahora, la 
mortalidad de los pacientes con HDC es aún altísima. Se estima que las 
cifras de supervivencia no alcanzan el 60% en la mayoría de los centros 
experimentados33,122,123. En cualquier caso, las cifras son muy variables 
entre centros aparentemente similares, lo que puede implicar tanto 
diferentes estrategias de tratamiento como distintas políticas de admisión 
de enfermos. En un estudio multicéntrico relativamente reciente, las cifras 
de supervivencia en hospitales de Estados Unidos eran de apenas el 
69%124. Sin embargo otro estudio aislado del Hospital de Niños de Boston 
la estima en el 93%, cifras que son referidas a un grupo reducido de 
enfermos y que, por tanto, pueden tener sesgos de reclutamiento125. En la 
experiencia del Hospital Infantil La Paz, la supervivencia global desde la 
aplicación de técnicas ventilatorias y cardiovasculares avanzadas, es del 
65%. 
Cuando se toman en consideración datos poblacionales, es decir,  cuando 
se incluyen datos de abortos espontáneos o interrumpidos 
voluntariamente y datos de pacientes recién nacidos con HDC, las cifras 
de supervivencia reales alcanzan apenas el 40%, cifra mucho más real que 
expresa de manera más fiel la gravedad de esta patología126-128. 
1.9.- SECUELAS A LARGO PLAZO:  
1.9.1.- Respiratorias: 
Algunos estudios han demostrado tanto un crecimiento en el número de 
acinos y alveolos (aunque nunca hasta un número normal) como una 
mejoría en los parámetros respiratorios medidos mediante espirometría 
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incentivada, aunque existe un componente restrictivo que no desaparece 
en el resto de la vida129. Para algunos autores gran parte de los 
supervivientes llevan una vida normal desde el punto de vista 
respiratorio104. Sin embargo, la mayoría de las series estudiadas a largo 
plazo muestran que entre el 48 y el 60% de los pacientes con HDC sufren 
secuelas pulmonares a largo plazo, a veces tan solo en medidas con 
espirometría y no percibidas como limitaciones por los pacientes130-132. Lo 
que sí parece claro es que las secuelas respiratorias son más graves en los 
pacientes que requirieron más terapia intensiva en el periodo neonatal, 
especialmente aquellos que requirieron ECMO y corrección del defecto con 
parche130,131,133-135. 
1.9.2.- Retraso en el crecimiento: 
Se considera consecuencia de varios factores como la hipoplasia 
pulmonar, la dificultad respiratoria, el reflujo gastroesofágico y la aversión 
a la alimentación oral136. Su incidencia es tal que hasta la mitad de los 
pacientes con HDC se encuentran por debajo del percentil 25 de peso y 
talla durante el primer año de vida137. Otros autores elevan este 
porcentaje hasta el 40% a los 2 años de vida en aquellos que necesitaron 
ECMO138. 
1.9.3.- Déficit neurocognitivo: 
Aunque algunos de los déficits neurológicos descritos en la HDC pueden 
ser debidos a la enfermedad de base o sus asociaciones, las secuelas 
neurológicas se han estudiado de manera especial en pacientes que han 
tenido un tratamiento con ECMO en el periodo neonatal. Su incidencia 
oscila entre el 10 y el 50% de los pacientes139-142, significativamente mayor 





La sordera progresiva y más o menos severa es una secuela frecuente y 
conocida en los pacientes supervivientes de HDC103,145,146. Clásicamente 
se achacó a los efectos secundarios de los tratamientos neonatales, pero la 
escasa incidencia de hipoacusia en otros enfermos sin hernia tratados de 
manera similar y la no asociación al ECMO como factor de riesgo147, 
hacen pensar que se trata de una manifestación más de la enfermedad.  
1.9.5.- Deformidades ortopédicas: 
Su incidencia no está bien calculada, pues hacen falta estudios que 
prolonguen el seguimiento hasta la época final del crecimiento. Las 
secuelas más frecuentes son la asimetría torácica, la deformidad costal y 
esternal y la escoliosis136. No suele ser necesaria la corrección quirúrgica, 
peso sí un seguimiento estrecho especialmente en los casos de escoliosis 
que asocien patrones respiratorios restrictivos, pues éstos pueden 







1.10.- LA HDC Y EL REFLUJO GASTROESOFAGICO: 
El reflujo gastroesofágico (RGE) es una de las secuelas más frecuentes en 
los supervivientes de HDC, pues afecta del 45 al 89% de ellos149-155. Es 
curioso que, a pesar de esta elevadísima incidencia, no se le prestara 
demasiada atención hasta finales de los años 80. Hoy se sabe que más de 
la mitad de los sobrevivientes que llegan a la vida adulta presentan 
evidencia endoscópica o histológica de esofagitis155. 
A pesar de su frecuencia, su fisiopatología es desconocida. La mayoría de 
las teorías que intentan explicarlo esgrimen causas anatómicas que tienen 
que ver con la posición del intestino durante la vida embrionaria y fetal o 
con la corrección quirúrgica del defecto156-158.  
Así, una obstrucción parcial o total de la unión esófago-gástrica debida a 
la posición intratorácica del intestino, causaría dilatación y acortamiento 
del esófago, alteraciones en su motilidad, rectificación del ángulo de His y, 
como consecuencia, RGE153,154. La ausencia de diafragma o la necesidad 
de uso de parche protésico para la reparación de la hernia también se ha 
esgrimido como causa favorecedora de reflujo137.  
Otros factores anatómicos asociados a una mayor incidencia de RGE han 
sido la presencia del estómago dentro del tórax, la existencia de saco 
herniario, la herniación del lóbulo hepático izquierdo y el tamaño del 
defecto153, aunque no todos los autores están de acuerdo149.  
Por último, otras causas anatómicas que podrían explicar el reflujo serían 
el aumento de presión abdominal tras un cierre quirúrgico a tensión154 y 
la existencia de un gradiente de presión positivo entre el tórax y el 
abdomen en estos pacientes159.  
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Sin embargo, una observación de Stolar150 en el año 1988 describiendo 
una dilatación del tercio inferior del esófago en algunos pacientes 
operados por HDC fue la primera que sugirió la presencia de una 
alteración anatómica o funcional en el esófago asociada a la hernia.  
La confirmación de estos hallazgos por otros autores157,160 y por 
observaciones propias (Figura 4), además de la descripción de alteraciones 
funcionales medidas mediante manometría161, hacen pensar que la causa 
del reflujo en estos pacientes no sea tan sólo posicional sino que se sumen 
alteraciones en la anatomía esofágica que produzcan malfunción 
peristáltica a este nivel.  
Una anomalía en las células nerviosas encargadas de la motilidad 
esofágica  (plexos mientérico y submucoso) o de las capas musculares 
estriada o lisa que obedecen sus órdenes, podría producir dilatación, 
aperistalsis y, por tanto, reflujo. Para una justificación más fundada, 
analizamos en el apartado siguiente la etiopatogenia y la importancia de la 
inervación esofágica en la fisiopatología del RGE.  
Introducción 
 36
Figura 4: Tres imágenes correspondientes a un paciente tratado en el Hospital La Paz en Noviembre del año 2003 por una HDC izquierda 
con herniación de todo el intestino incluido el estómago e hipoplasia pulmonar severa (A). Después de su corrección (B) se efectuó un 
tránsito digestivo superior por sospecha de reflujo gastroesofágico severo, encontrándose además una dilatación severa del esófago desde 
su tercio medio (C).




2.- FISIOPATOLOGIA DEL REFLUJO GASTROESOFAGICO 
2.1.- EMBRIOLOGÍA Y ANATOMIA DEL ESÓFAGO: 
El esófago aparece por vez primera cuando el embrión mide apenas 3 
mm de longitud, es decir, cuando han pasado 22 ó 23 días desde la 
fecundación. En este momento el intestino anterior se divide en 2 
esbozos: uno anterior que dará lugar a la vía respiratoria y otro 
dorsal que originará el tubo digestivo. Unas 2 semanas más tarde, es 
decir, a los 36 días de edad postconcepcional ocurre la división 
definitiva del árbol respiratorio y el tubo digestivo. El progresivo 
crecimiento del esófago hará que se alcance su longitud total hacia la 
séptima semana de gestación19. 
Anatómicamente, el esófago de un recién nacido mide 
aproximadamente 10 cm desde el cartílago cricoides hasta la unión 
gastroesofágica. Histológicamente está compuesto por varias capas 
que, de fuera adentro son: muscular longitudinal (el esófago no tiene 
capa serosa), muscular circular, submucosa y mucosa.  
El extremo esofágico superior está cerrado por una estructura  
muscular estriada conocida como esfínter esofágico superior, y que 
no es sino una agrupación de fibras musculares de los músculos 
cricofaríngeo y tirofaríngeo. Desde el tercio esofágico medio, estas 
fibras se convierten en una capa interna circular y otra más externa 
longitudinal, ya de fibras musculares lisas. Al final del esófago, un 
engrosamiento de estas fibras y su unión con otras provenientes del 




La inervación esofágica depende de fibras simpáticas (que provienen 
de los troncos simpáticos torácicos y del plexo celíaco) y 
parasimpáticas (provenientes de los nervios vagos y de los 
recurrentes laríngeos, que se encargan del tercio esofágico superior). 
La inervación esofágica parasimpática proviene de las neuronas 
preganglionares del nervio vago, que se unen a las neuronas 
postganglionares del plexo mientérico. Por su parte, las fibras 
simpáticas provienen de los nervios dorsales T5 a T10 y de sus 
ganglios paravertebrales correspondientes. Dentro del esófago, los 
plexos mientérico y submucoso están íntimamente conectados por 
fascículos intergangliónicos.  
Las células ganglionares del plexo mientérico esofágico se encuentran 
inmediatamente por fuera de la capa muscular circular, y ya son 
visibles hacia el final de la sexta semana de gestación. Desde estas 
células se formará a su vez el plexo nervioso submucoso esofágico, 
que aparecerá sobre el cuarto mes de gestación. A partir de aquí se 
desarrollan los distintos tipos neuronales y maduran las conexiones 
interganglionares que harán posible la función esofágica normal162.  
2.2.- FISIOLOGIA DEL MECANISMO ANTIREFLUJO: 
El orificio hiatal diafragmático es una abertura elíptica a través de la 
cual el esófago y los nervios vagos entran al abdomen. Este orificio 
está formado a costa de los pilares diafragmáticos, especialmente el 
derecho, que se originan en el ligamento longitudinal anterior a nivel 
de las primeras vértebras lumbares, y suben desde ahí para formar el 
hiato esofágico. En condiciones normales, el esófago pasa a su través 
anclado por los llamados ligamentos frenoesofágicos, formando así 




Estas relaciones anatómicas del esófago distal, el hiato diafragmático 
y el estómago, cambian cuando se inicia la deglución. 
Fisiológicamente, la peristalsis esofágica es una contracción 
secuencial de las fibras longitudinales y circulares de la pared que 
hace progresar el bolo alimenticio. Esta contracción ocurre como 
media una vez por minuto y siempre en la misma dirección, de 
manera que aunque comamos boca abajo el bolo alimenticio siempre 
llegará al estómago163. 
Intuitivamente es fácil deducir que debe existir, además, un 
mecanismo que evite el paso del contenido gástrico desde el estómago 
al esófago. Ya el siglo pasado se demostró su existencia por la 
descripción primero de una zona de alta presión a ese nivel 164 y, 
después, por la prueba de la contribución del diafragma a este 
mecanismo valvular 165. Hoy sabemos que en este mecanismo 
antirreflujo intervienen varios factores que, sumados, impiden el 
movimiento retrógrado de contenido gástrico:  
1.- La función propulsora anterógrada del esófago, que impulsa el 
bolo alimenticio en un movimiento coordinado de contracción 
proximal y relajación distal, de manera que siempre progresa en el 
mismo sentido. 
2.- La unión gastroesofágica, cuyo complejo mecanismo valvular que 
hace esto posible es el llamado esfínter esofágico inferior (EEI), una 
porción de unos 2 cm de longitud de músculo liso que integra la 





3.- Los pilares diafragmáticos, cuyas fibras musculares estriadas 
contribuyen al aumento de tono del EEI, sirviendo en esencia como 
un refuerzo esfinteriano más166. 
 
2.3.- CONTROL NERVIOSO DE LA MOTILIDAD ESOFAGICA: 
El funcionamiento de este complejo antirreflujo es el resultado de la 
conjunción de un mecanismo neurogénico y otro miogénico, que en 
los humanos son, respectivamente, la inervación colinérgica y el tono 
muscular de la fibra lisa dependiente de la concentración intracelular 
de calcio. Los mecanismos nerviosos que regulan tanto el movimiento 
peristáltico del esófago desde el nivel faríngeo como el tono del EEI, 
son mediados de forma casi exclusiva por el nervio vago (NV). 
Tras el inicio de la deglución y después de un movimiento que implica 
numerosos músculos estriados inervados por los pares craneales V, 
VII, IX, X, XI y XII, el bolo alimenticio alcanza una zona bajo la 
faringe conocida como el esfínter esofágico superior (EES). El EES 
está ya inervado exclusivamente por fibras vagales. Estímulos como 
la distensión esofágica o la inyección de ácido, aumentan su tono 
muscular, mientras que otros como la deglución, la rumiación, el 
vómito o la regurgitación lo disminuyen.  
Más abajo, la inervación del EEI también depende en exclusiva del 
NV. De esta manera, la relajación del EEI que sigue a una deglución 
se inicia en el sistema nervioso central a nivel del núcleo motor del 
NV (Figura 5). Esta orden viaja a través de las fibras nerviosas vía NV 
(neurona presináptica) hasta las neuronas del plexo mientérico, que 
se encargan a través de la neurona postsináptica de transmitir la 
orden a las fibras musculares. En la sinapsis entre las fibras del NV y 
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el plexo mientérico intervienen neurotransmisores colinérgicos, 
mientras que los postsinápticos son no colinérgicos y no 
adrenérgicos.  
Al mismo tiempo, el tono muscular diafragmático se mantiene gracias 
a las terminaciones de los nervios frénicos, que voluntaria e 
involuntariamente mueven el diafragma durante los movimientos 
respiratorios. Curiosamente, los pilares se contraen una fracción de 
segundo más tarde que las otras porciones diafragmáticas, lo que 
puede tener un papel importante en la prevención del reflujo162.  
 
2.4.- MECANISMOS RESPONSABLES DEL RGE: 
a) La relajación del EEI: El RGE ocurre cuando el EEI no es capaz de 
cumplir su función porque su tono muscular está disminuido. Esta 
hipotonía puede ocurrir de manera aislada, lo que se conoce como 
relajación transitoria del EEI (RTEEI), o bien ser el resultado de 
relajaciones inducidas por la deglución que no se acompañan de una 
peristalsis efectiva.  Las RTEEI son el mecanismo más importante en 
la etiología del RGE en los sujetos normales y en los pacientes con 
enfermedad por reflujo167, tanto adultos como niños 168. En ellos, los 
episodios de reflujo se atribuyen tanto a una mayor frecuencia de 
RTEEI como a una mayor incidencia de reflujo durante las RTEEI162.  
Fisiológicamente los estímulos que modulan las RTEEI son múltiples. 
Ocurren por ejemplo tras distensión gástrica, intubación orotraqueal 
o sondaje nasogástrico, mientras que se inhiben durante el sueño, la 




La mediación nerviosa que regula las RTEEI es de nuevo de origen 
vagal. Se supone que el reflejo vagal es desencadenado por una 
distensión gástrica o por una estimulación faríngea. Este estímulo 
debe procesarse a nivel central en algún lugar no determinado, 
desencadenando una orden mediada por los núcleos vagal y frénico 
que, a través de la neurona presináptica, transmiten al plexo 
mientérico o al tejido nervioso diafragmático respectivamente, la 
orden de relajación del EEI.  
 
b) La alteración de la motilidad esofágica: También se puede sumar al 
mecanismo responsable del RGE una alteración de la motilidad 
esofágica. Los estudios de manometría y la radiología demuestran 
que los pacientes con esofagitis tienen una actividad peristáltica 
deficiente consistente en una proporción disminuida de ondas 
primarias que además son débiles, un tránsito enlentecido y un 
aclaramiento ácido prolongado169-172. El uso de técnicas de 
manometría esofágica ambulatoria combinadas con la pH-metría, 
han permitido conocer además que el RGE altera la respuesta 
peristáltica a la exposición ácida y que, si se suma la presencia de 





Figura 5: Representación esquemática del camino neural desde el SNC hasta el esófago y 
el diafragma. El estímulo cortical mediado a través de los núcleos de los pares craneales, 
desencadena una respuesta motora coordinada en toda la longitud del esófago mediada a 
través de las neuronas del plexo mientérico que estimulan o inhiben la contracción de las 
fibras musculares de la pared (Modificado de Mittal RK, N Engl J Med 1997, 336:924). 
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2.4.- IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA INERVACION ESOFAGICA EN 
EL RGE: 
Como hemos detallado anteriormente, la inervación vagal mediada por el 
plexo mientérico es responsable tanto de la propulsión eficaz del bolo 
alimenticio a través del esófago, como del correcto funcionamiento del 
mecanismo antirreflujo presente en la unión gastroesofágica.  
Una confirmación directa de estas afirmaciones la encontramos en la 
atresia de esófago (AE). En esta enfermedad la incidencia de RGE es muy 
alta y su estudio patogénico está muy avanzado. Pues bien, en ella están 
descritas tanto experimentalmente como en clínica, alteraciones en los 
vagos y en el plexo mientérico que demuestran una inervación esofágica 
deficiente174-178. Es más, la AE y la HDC comparten, tanto en el campo 
experimental como en clínica humana, varias manifestaciones clínicas y 
hallazgos patológicos, en gran medida en células, órganos y sistemas 
derivados de la cresta neural.  
Tanto la inervación esofágica vagal como todo el tejido nervioso que forma 
el plexo mientérico derivan de las células de la cresta neural. Como hemos 
dicho más atrás, muchas malformaciones asociadas a la HDC tienen que 
ver con una organogénesis anormal de esta estructura embrionaria. Desde 
1984 disponemos de un modelo animal que reproduce en condiciones 
controladas de laboratorio, la HDC y sus malformaciones asociadas. En el 
apartado siguiente haremos un breve resumen de lo que ha supuesto este 
modelo en el conocimiento de la etiopatogenia de la HDC, y de cómo ha 




3.- EL MODELO EXPERIMENTAL DE HDC 
En 1984, Iritani 21 comunicó un modelo experimental de HDC por 
exposición prenatal del embrión de rata a un herbicida llamado nitrofen 
(2,4-dicloro-4’-nitrodifenil éter) (Figura 6). El modelo consiste en la 
reproducción de la malformación humana administrando a la madre 
gestante una cierta cantidad de este herbicida en un momento concreto de 
la gestación.  
 
Figura 6: representación de la estructura química del nitrofen 
 
La evolución posterior de este modelo ha demostrado semejanzas de las 
lesiones obtenidas con las humanas. En efecto, no sólo el defecto 
diafragmático y la hipoplasia pulmonar son las mismas (Figura 7), sino 
que las bases patológicas son iguales. De hecho, tanto los hallazgos 
anatomopatológicos pulmonares como la composición del surfactante son 
















Figura 7: Cortes abdominales transversales en fetos de rata obtenidos en el 
día 21 de gestación en los que se extirparon todas las vísceras abdominales. A) 








Además, varias de las modalidades terapéuticas que se emplean en los 
pacientes con HDC (incluidas la ventilación de alta frecuencia, la 
ventilación líquida y el tratamiento prenatal con dexametasona), también 
se han probado en el modelo experimental, siendo éste un banco de 
pruebas excelente para el ensayo de nuevos tratamientos53,54,184-190. 
Se ha avanzado mucho en la comprensión del mecanismo de acción del 
nitrofen en la rata. Se sabe que el factor de trascripción TTF-1 está 
involucrado en el desarrollo pulmonar regulando la expresión y síntesis de 
las proteínas del surfactante y que se expresa de manera anormal en los 
pulmones de los fetos de ratas expuestas a nitrofen191,192.  
En estudios hechos tanto in vivo como en cultivos celulares, nuestro 
grupo demostró que el nitrofen regula a la baja la expresión de TTF-1, por 
lo que la hipoplasia pulmonar se debe, más que a un efecto de compresión 
de las vísceras dentro del tórax, a un defecto primario causado 
directamente por el herbicida. Es más, la dexametasona parece revertir 
estos efectos, pues administrada precozmente a las ratas expuestas a 
nitrofen hace que tanto la expresión de TTF-1 como la cantidad de 
proteína SP-B del surfactante retornan a cifras similares al grupo control 
193.  
Desde el punto de vista molecular, parece demostrado que la acción del 
nitrofen se ejerce a través de un complejo proceso de oxidación celular, lo 
que ha abierto una nueva línea de investigación para el uso de sustancias 
antioxidantes en el tratamiento prenatal de la HDC53,54,184,194,195. 
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Una de las grandes ventajas que aporta el modelo experimental es que las 
malformaciones asociadas a la HDC de los fetos tratados con nitrofen son 
las mismas que aparecen en los humanos. Así, los defectos 
cardiovasculares que sufren los pacientes con hernia diafragmática 
también son vistos en los fetos tratados con nitrofen14, lo mismo que 
ocurre con la hipoplasia cardiaca196, las malformaciones esqueléticas 197, 
el árbol traqueobronquial198, el riñón199, los huesos de cara y craneo200 o 
las estructuras branquiales como el tiroides, las paratiroides o el timo201, 
malformaciones la mayoría de ellas en las que nuestro grupo de 
investigación ha sido pionero.  
Analizadas una por una, casi todas ellas coinciden con el patrón previsto 
para las alteraciones de la organogénesis mediada por la cresta neural: los 
defectos cardiacos (superponibles a los del humano y casi todos anomalías 
conotruncales y de los grandes vasos), las alteraciones de los huesos de la 
cara, las malformaciones de las glándulas cervicales o las esqueléticas.  
Por esta razón, y dado que existen en el humano evidencias de posibles 
alteraciones de la inervación esofágica en los pacientes con HDC, nos 
preguntamos si en el modelo experimental aparecen anomalías 
estructurales tanto de la inervación esofágica extrínseca (nervios vago y 
recurrente laríngeo) como de la intrínseca (plexos mientérico y 
submucoso), ambas dependientes directamente de la migración normal de 
las células neurocristales. 
En el capítulo siguiente analizamos de forma breve cuál es el papel de la 
cresta neural en la formación del embrión, cuáles son las estructuras que 
origina y, a la luz de los estudios de biología molecular y del desarrollo, 
qué mecanismos genéticos justifican su papel en la etiología de la HDC.   
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4.- LA CRESTA NEURAL. EL SISTEMA NERVIOSO ENTERICO 
4.1.- CONCEPTO: 
El término “cresta neural” (CN) fue usado por primera vez por Arthur 
Milnes-Marshall en 1879 para hacer referencia a las estructuras 
longitudinales situadas entre el epiblasto externo y el canal neural en los 
embriones de pollo, cuyas células darían lugar a los ganglios craneales y 
espinales202. Desde entonces esta efímera estructura no ha dejado de 
fascinar a biólogos y anatomistas, así como a otros estudiosos del 
desarrollo embrionario. Sin embargo no fue hasta la aparición de las 
primeras publicaciones del estudio de las células neurocristales en 
quimeras (embriones de pollo a los que se transplantan células 
provenientes de la CN de embriones de codorniz)203, cuando se pudo 
seguir el trayecto de dichas células, pues son fácilmente identificables 
más tarde en el embrión.  
Gracias a dichos experimentos y a la identificación en años siguientes de 
múltiples marcadores de la CN, sabemos hoy que está formada por una 
población celular migratoria que da lugar a múltiples tipos celulares. 
Estas células aparecen en los pliegues neurales, en la zona de unión del 
ectodermo neural con el ectodermo epidérmico a partir del decimoctavo 
día (Figuras 8 y 9). 
Otro aspecto muy importante de la CN es su constancia evolutiva. Se trata 
de una sinapomorfia de los animales craneados, lo que significa que todos 
ellos comparten su existencia. De ahí que los evolucionistas busquen en 
ella el origen del cráneo, una especie de “añadido” o segunda cabeza a una 
evolutivamente más antigua no osificada que sigue estando presente en 








Figura 8. Representación de 2 cortes transversales del embrión que 
muestran la formación del tubo neural. La cresta neural (negro) se forma 
en la unión entre el ectodermo neural (tubo neural, punteado) y el 






Figura 9: Esquema de la situación inicial de las células neurocristales marcadas en azul 
antes (A) y durante el pliegue del tubo neural (B). Un corte transversal del embrión (C) 
nos da idea de su migración y la colonización de diferentes órganos diana. Modificado de 
WJ Larsen: Human Embriology, Churchill Livingston, 1997. 
Introducción 
 52
4.2.- LA CN COMO CUARTA HOJA GERMINAL: 
La teoría de las tres hojas germinales fue aplicada por primera vez a  
embriones de  vertebrados por Ernst Haeckel en 1874205. Según esta 
teoría los embriones se formarían por diferenciación de las tres hojas 
germinales: endodermo, ectodermo y mesodermo. Estructuras homólogas 
en diferentes animales se originarían de las mismas hojas germinales. Así, 
los músculos, los tejidos vasculares y los tejidos conectivos se originan de 
la hoja germinal mesodérmica, los nervios y la epidermis de la ectodérmica 
y el tracto gastrointestinal de la endodérmica. Autores como Brian K. Hall 
consideran a la CN como una cuarta hoja germinal, y por tanto los 
animales ya no serían triblásticos sino tetrablásticos206. Muchos clínicos y 
genetistas apoyaron esta teoría cuando se reconoció la existencia de las 
neurocristopatías, enfermedades en las que los tejidos y órganos afectados 
tienen en común, como ya veremos, su origen en la CN. 
El ectodermo y el endodermo son las primeras hojas germinales que 
aparecen en la evolución animal y las primeras en formarse en el embrión. 
El mesodermo es una hoja germinal secundaria que aparece tras 
interacciones inductivas entre el ectodermo y el endodermo. Como la CN 
también se desarrolla por inducción desde una hoja germinal primaria, es 
considerada como una hoja secundaria206. Existe una gran variedad de 
tipos celulares que derivan de la CN, así como tejidos y órganos a cuya 
formación contribuye la CN, ya sea directamente aportando células o 
indirectamente aportando el ambiente apropiado para que otras células se 
desarrollen (Figura 8).  Esta importante variedad de células refuerza la 




Figura 10: Representación esquemática de algunas de las estructuras derivadas de la CN 
craneal y troncal. Se incluyen tanto células específicas como órganos que contienen al 
menos un tipo celular derivado de la CN. Modificado de WJ Larsen: Human Embriology, 
Churchill Livingston, 1997. 
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4.3.- CN CRANEAL O PRE-ÓTICA Y TRONCAL O POST-OTICA: 
Un hallazgo curioso en la diferenciación normal de las células de la CN es 
el diferente desarrollo de las células de la región cefálica del embrión 
(cresta craneal) y las de la región caudal (cresta troncal) (Figura 10). 
Las células de la CN craneal siguen diferentes rutas migratorias, 
predeterminadas por su nivel axial de origen207,208. Las células más 
rostrales o preóticas pueblan el proceso frontonasal y el primer arco 
branquial, dando lugar al tercio superior de la cara, el maxilar y la 
mandíbula. Las inmediatamente anteriores a la placoda ótica pueblan el 
segundo arco branquial, y las superpuestas a los somitos 1 a 5 pueblan el 
tercero, cuarto y sexto arcos branquiales. Las células de esta área también 
migran ventral y caudalmente para participar en la septación cardiaca209 
(Figura 11). 
Las células de la CN troncal o post-ótica dan lugar a la mayoría de las 
estructuras mesenquimales craneofaciales, incluyendo el esqueleto y el 
tejido conectivo faciales, que servirán de soporte a los músculos y órganos 
derivados de los arcos branquiales.  
4.4.- LA CN COMO ORIGEN DE LOS NERVIOS VAGOS Y DE LAS 
CELULAS NERVIOSAS DEL TUBO DIGESTIVO: 
Las células de la CN de las regiones del mesencéfalo y prosencéfalo caudal 
dan lugar al ganglio parasimpático del III par craneal, al tejido conjuntivo 
que rodea a los ojos y a los nervios ópticos, a los músculos de la pupila y 
del cuerpo ciliar del globo ocular y al mesénquima de la cabeza. Además, 
de la CN derivan también la aracnoides y la piamadre. Las células de la 
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CN de las regiones del mesencéfalo y rombencéfalo también producen 
estructuras en los arcos faríngeos, tales como huesos de nariz, cara u oído 
medio. Por último, la CN rombencefálica contribuye a la formación de los 
ganglios de los pares craneales. De ellas derivan las neuronas y las células 
gliales de los ganglios parasimpáticos de los pares VII, IX y X, y algunas 
neuronas y toda la glía de los ganglios sensitivos de los pares V, VII, VIII, 
IX y X (Figura 12) 19.  
 
Por otra parte, las neuronas y células gliales que forman el sistema 
nervioso entérico (SNE) derivan de células de la CN que emigran desde dos 
niveles rostrocaudales del eje neural: las regiones vagal y sacra. La región 
vagal se define como la porción post-ótica que corresponde a los somitos 
1-7, mientras que la región sacra es caudal al somito 28 en embriones de 
pollo o al somito 24 en el ratón210.  
 
La primera demostración de este origen data de 1973211, cuando ya se 
conocía la facultad de marcar células de CN usando animales quimeras de 
pollo y codorniz. En este trabajo se sugería que tanto las células del nivel 
vagal como las sacras contribuían al origen del SNE, aunque esta últimas 
con menor importancia. Hoy sin embargo se sabe que ambas líneas 
celulares contribuyen independientemente a la formación del SNE 
emigrando en direcciones opuestas a lo largo y dentro del intestino; 
además se sabe que las células provenientes de la región vagal son más 
invasivas que las sacras, manteniendo esta capacidad de emigrar e invadir 






Figura 11: Esquema de la migración de las células de la cresta neural y la 
colonizacón de las estructures de los arcos branquiales, el corazón y los 














Figura 12: representación esquemática del origen de los ganglios de algunos pares craneales en el embrión de 5 
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4.5.- FORMACION DE GANGLIOS Y DIFERENCIACION DE LAS 
NEURONAS INTESTINALES: 
El SNE es un sistema nervioso evolutivamente muy diferenciado. En él 
hay más neuronas que en la médula espinal213, de manera que se estima 
que el intestino delgado y grueso del ratón adulto hay unas 400-900 
neuronas por milímetro cuadrado. Todas ellas además de un número 
indeterminado de células gliales derivan de apenas 1000 células de la CN. 
Las células neurocristales emigran al intestino medio del embrión de pollo 
y de ratón a través de la parte externa del mesénquima intestinal, justo 
bajo la serosa, donde se formará el plexo mientérico214. En este punto del 
desarrollo el mesénquima intestinal no se ha desarrollado y no existen por 
tanto las capas musculares circular y longitudinal215. Hasta 5 ó 6 días 
más tarde no se ven células derivadas de la CN en el plexo submucoso, 
por lo que se piensa que éste deriva de una emigración secundaria de 
células provenientes del plexo mientérico216,217.  
Por lo que respecta al colon y al recto, las células de la CN vagal siguen 
una ruta migratoria a lo largo del mesénquima más interno, justo donde 
se formará el plexo submucoso, desde donde algunas células emigrarán 
más tarde hacia fuera para formar, en esta ocasión, el plexo mientérico218. 
Esto se piensa que es así porque cuando las células neurocristales llegan 
al intestino grueso el mesénquima ya se ha desarrollado y la capa 
muscular circular ya existe.  
Durante algunos días después de la colonización las células se 
encuentran distribuidas uniformemente, sin signos de agrupamientos. A 
medida que el intestino crece, las células van formando pequeñas 
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agrupaciones o ganglios tanto a nivel mientérico como submucoso219. Los 
factores que hacen que las células se agrupen para formar ganglios son 
desconocidos. 
Por otra parte, sabemos que las células maduras del SNE son de muy 
diversos tipos, con distintos neurotransmisores y funciones220. De nuevo, 
poco se sabe acerca de los factores que hacen que una célula neurocristal 
indiferenciada dé lugar a una célula glial o a un tipo particular de 
neurona. 
 
5.- LAS NEUROCRISTOPATIAS 
5.1. CONCEPTO: 
El interés que ha despertado la CN en los últimos años ha sido 
consecuencia de su implicación en diversas anomalías craneofaciales y 
otras enfermedades relacionadas con el sistema nervioso entérico como la 
enfermedad de Hirschsprung. 
El concepto de neurocristopatía fue introducido por Bolande en 1974221 
para explicar las relaciones que existían en el desarrollo de un grupo de 
enfermedades disgenéticas, hamartomatosas y neoplásicas como el 
feocromocitoma, la neurofibromatosis, la enfermedad de Hirschsprung, y 
múltiples adenomatosis endocrinas. 
Una neurocristopatía es una entidad patológica derivada de aberraciones 
o defectos en cualquiera de los momentos del desarrollo de las células de 
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la CN, ya sea la migración precoz, el crecimiento, la proliferación, la 
interacción célula a célula o la diferenciación. De esta manera, entidades 
tan dispares como el síndrome de Di George, la neurofibromatosis, el labio 
y paladar hendidos, la melanosis neurocutánea o la enfermedad de 
Hirschsprung son consideradas todas como neurocristopatías. De hecho, 
las neurocristopatías pueden afectar a la medula adrenal, los órganos 
endocrinos de origen neurocristal, las células pigmentadas, las células de 
Schwann, los ganglios del sistema nervioso autónomo, el corazón, el 
esqueleto craneofacial y las células mesenquimales de la CN222. 
Inicialmente Bolande dividió las neurocristopatías en simples o complejas. 
Las simples eran aquellas en las que se producía una displasia local en 
una sola célula de la CN y ocasionando una única patología, por ejemplo 
el feocromocitoma. Las neurocristopatías complejas eran aquellas en las 
que existía una alteración genética de tal forma que el gen alterado 
modificaba la diferenciación de las células de la CN, dando lugar a 
patologías varias, por ejemplo la neurofibromatosis, con alteraciones en 
las células de Schwann, manchas de café con leche y tumores 
neuroectodérmicos. En la mayoría de las enfermedades consideradas por 
Bolande como neurocristopatías, las células de la CN parecían estar bien 
formadas y migraban a la localización adecuada, pero luego fallaba su 
diferenciación o crecimiento221,222.  
En la Tabla I se ofrece, de manera resumida, una clasificación de algunas 
de estas neurocristopatías en función de su origen, alteraciones en la 






Alteraciones de la cámara ocular anterior Feocromocitomas 
Alteraciones de la septación aortopulmonar Neuroblastoma 
Asociación CHARGE Tumor neuroectodérmico primitivo (PNET) 
Labio hendido/fisura palatina Carcinoma medular del tiroides 
Síndrome de DiGeorge Tumor carcinoide 
Displasia frontonasal Síndrome de Wermer 
Síndrome de Goldenhar Melanosis neurocutánea 
Enfermedad de Hirschsprung Pronogoma melanótico 
Síndrome de Waardenburg  
Embriopatía por retinoico  
 
Tabla I: resumen de algunas neurocristopatías agrupadas en función del 
defecto inicial, ya sea en la migración, ya en la proliferación de las 
células de la cresta neural. 
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5.2. DEFECTOS CRANEOFACIALES: 
El 70% de todos los defectos congénitos afectan a la cabeza y el cuello. De 
estos, el 10% acompañan a anomalías cromosómicas, el 20% se deben a 
defectos en genes concretos que producen complejos síndromes y el 70% 
restante son de origen  poligenético o multifactorial.  
Los defectos craneofaciales que afectan a las células de la CN se pueden 
producir por mecanismos muy diversos204,206,223, con consecuencias 
desiguales, provocando síndromes o malformaciones como el albinismo, el 
síndrome de Waardenburg, la disostosis mandibulofacial o síndrome de 
Treacher Collins, el síndrome de Franceschetti-Zwahlen-Klein, la 
microsomía hemifacial o síndrome de Goldenhar-Gorlin, la anomalía o 
secuencia de Di George, los síndromes que asocial fisuras orofaciales o, 
más relacionado con la cirugía pediátrica, la asociación CHARGE 
(acrónimo en inglés de la asociación de coloboma, heart disease, atresia of 
choanae, retardation of physical and mental development, genital 
hypoplasia in males and ear anomalies and/or deafeness, en español 
respectivamente coloboma, cardiopatía, atresia de coanas, retraso del 
desarrollo físico y mental, hipoplasia genital masculina y anomalías 
auriculares y/o sordera)224-229. 
5.3.- TUMORES: 
La enfermedad tumoral es rara en el recién nacido o en el feto. La mitad 
de los casos son leucemias o tumores renales. La otra mitad son 
neuroblastomas, tumores de la médula adrenal y del sistema nervioso 
autonómico, es decir, dependientes de la cresta neural206. 
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5.3.1.- Neuroblastomas: Se consideran neurocristopatías porque sus 
células neoplásicas son exclusivamente de origen neurocristal. Su 
apariencia microscópica suele ser idéntica a la de las células migradoras 
de la CN, es decir, células neurales indiferenciadas. Estas células sufren 
frecuentemente fenómenos de maduración espontánea, formando 
entonces un ganglioneuroma o un neurofibroma pero nunca madurando 
hacia neuronas o células cromafines. Esta capacidad de regresión es un 
fenómeno para el que aún no tenemos una respuesta satisfactoria 230. 
Como cualquier otra neurocristopatía, el neuroblastoma puede 
encontrarse además asociado a otros defectos de la migración de las 
células de la CN, como la enfermedad de Hirschsprung, los Apudomas, el 
síndrome de DiGeorge o defectos de la septación cardiaca231-237  
5.3.2.- Neurofibromas y Neurofibromatosis de von Recklinghausen: El 
neurofibroma es el tumor más frecuente del sistema nervioso y las células 
pigmentarias. Afecta a 1 de cada 2500 recién nacidos vivos. Por su parte, 
la neurofibromatosis más frecuente (tipo I) se debe a una mutación 
adquirida o de novo en el brazo largo del cromosoma 17. Se caracteriza 
por la presencia de manchas tipo “café con leche” en la piel y por la 
presencia de neurofibromas. Además, puede asociarse a otros defectos de 
estructuras mesodérmicas como escoliosis, pseudoartrosis tibial, 
leucemia, o tumor de Wilms 238-242. 
5.3.3.- Apudomas: El acrónimo APUD (en inglés, aquellas células 
caracterizadas por su capacidad de amine precursor uptake and 
decarboxylation, en español “captador y decarboxilador de los precursones 
de las aminas”), fue usado por vez primera por Pearse en 1969 243. Este 
grupo incluye las células sintetizadoras de hormonas polipeptídicas 
intestinales, las células productoras de calcitonina que se encuentran en 
el tiroides humano o en la glándula últimobranquial animal y algunas 
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células del páncreas, la glándula adrenal y el cuerpo carotídeo. 
Aproximadamente 40 líneas celulares diferentes del sistema APUD son 
derivadas directamente de las células de la cresta neural244. Cualquier 
tumor dependiente de uno de estos tipos celulares se agrupa dentro de los 
apudomas. 
5.4.- CARDIOPATIAS: 
El proceso de septación conotruncal aortopulmonar, las válvulas 
cardiacas y los grandes vasos también dependen de las células de la CN. 
Es conocido que la ablación de la CN cardiaca (es decir, la que va de los 
somitos 1 a 3) produce en los embriones de pollo o ratón ductus arterioso 
persistente, malformaciones del septo aortopulmonar, transposición de 
grandes vasos, comunicaciones inter-ventriculares (CIV) y ventrículo 
derecho de doble salida entre otros 209,227,245-248.  
5.5.- ENFERMEDAD DE HIRSCHSPRUNG: 
Obviamente, la ausencia de elementos neuronales en la parte distal del 
intestino grueso es una alteración del proceso normal de migración de las 
células de la CN. Las investigaciones sobre esta enfermedad han sido 
ampliadas en los últimos años gracias a la evidencia de la implicación del 
proto-oncogen ret en la etiología de algunos casos familiares y a la 
aparición de un modelo experimental con un animal “knock-out” para este 
gen que reproduce la malformación249. Además, también se han 
encontrado mutaciones de este gen en una gran proporción de carcinomas 





5.6.- LA HDC COMO NEUROCRISTOPATIA 
Como hemos dicho más arriba, la mayoría de las series clínicas de HDC 
señalan que la presencia de malformaciones asociadas al defecto es muy 
frecuente, más si se tienen en cuenta los abortos y mortinatos con hernia, 
grupo en el que esta presencia alcanza el 100%126,127,254,255 
 
La asociación de defectos faciales es conocida en algunos síndromes que 
asocian HDC, como el de Fryns7,256, Pallister Killian257 o Wolf-
Hirschhorn258,259. En concreto en el síndrome de Fryns, la HDC puede 
acompañarse de defectos cardiovasculares o enfermedad de 
Hirschsprung260, por lo que algunos autores la consideran una auténtica 
neurocristopatía261,262. Además, los ratones expuestos a nitrofen 
presentan alteraciones craneofaciales similares a las del síndrome 
humano200, también en lo que respecta a las malformaciones de las 
estructuras de los arcos branquiales263.  
 
En cuanto a las malformaciones en estructuras derivadas de los arcos 
faríngeos, existe poca evidencia en la literatura respecto a su asociación  
en humanos con HDC. En nuestra propia serie de 136 autopsias 
realizadas entre 1965 y 1992 son pocas las alteraciones tímicas o 
paratiroideas recogidas. Sin embargo, en el modelo experimental tanto el 
timo, como las paratiroides264o las células C tiroideas265 presentan 
malformaciones más o menos severas. Es interesente observar que otros 
teratógenos que también causan HDC provocan estos mismos defectos 
faciales, branquiales e incluso cardiovasculares266-268, lo que sugiere que 
un mismo mecanismo dismorfogenético que afecta a la CN está 






Las malformaciones cardiovasculares presentes en individuos con HDC 
han sido ampliamente estudiadas16,269-272. Aunque en distintas 
proporciones, tanto en los pacientes272 como en las autopsias14 esta 
patología es muy frecuente. En un estudio de nuestro grupo analizando 
los resultados en autopsias y las presentes en los fetos de rata expuestos 
a nitrofen, demostramos que la mayoría de las cardiopatías seguían un 
patrón neurocristal, pues eran defectos cronotruncales o de los vasos 
faríngeos14,264, hallazgo que también confirmaron otros grupos273,274. 
 
En suma, la HDC asocia tanto en el humano como en el ámbito 
experimental, múltiples anomalías que afectan a estructuras derivadas de 
la CN. Dada su extensión y su similitud parece obvio pensar que una 
alteración neurocristal puede ser el origen de esta malformación. A 
continuación analizamos los factores moleculares y genéticos involucrados 
en la organogénesis de la CN y su relación con la HDC, ofreciendo más 





6.- MECANISMOS MOLECULARES Y GENETICOS: RELACION DE LA 
CN Y LA HDC  
 
Durante los últimos 20 años las líneas de investigación más importantes 
de nuestro grupo se han dirigido al estudio de la HDC y la AE en el campo 
experimental. Uno de los hallazgos más sorprendentes ha sido, sin duda, 
la similitud entre las malformaciones reproducidas en condiciones de 
laboratorio y las correspondientes entidades patológicas humanas201,275.  
 
El nexo de unión de ambas podría estar en la CN, una de las estructuras 
embrionarias más fascinante y más extensivamente estudiadas en las 
últimas décadas. Aunque son incontables los estudios de los mecanismos 
moleculares y genéticos involucrados en el control neurocristal, 
intentamos resumir en los siguientes apartados aquellos más relacionados 
con la HDC y la AE. De nuevo la similitud de estos mecanismos en ambas 
patologías habla de un probable origen común de las dos.  
  
 
6.1.- SONIC HEDGEHOG(Shh)-PATCHED (Ptch)-SMOOTHENED (Smo)-Gli 
 
Shh es imprescindible en el desarrollo de las estructuras craneofaciales,  
en la separación del intestino anterior y en la formación del corazón y los 
grandes vasos. Shh se une a una proteína de la membrana celular (Ptch) 
que, al separarse así de otra proteína (Smo) permite la activación de los 
factores de trascripción Gli1, Gli2 y Gli3. Estos, a su vez, activan 
determinados genes en el núcleo celular276. Algunos estudios en humanos 
con AE muestran como Shh está presente en el bolsón proximal de la 
atresia pero ausente en el distal, mientras que las proteínas Gli se 
expresan en los dos277. En explantes de pulmón de ratón tratado con 
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adriamicina, está demostrado cómo una alteración de Shh es la causante 
de la formación de la fístula traqueo-esofágica278. La adriamicina causa 
una pérdida de la expresión de Shh en el intestino anterior279 y, por 
último, los ratones mutantes para Shh y proteínas Gli1, Gli2 y Gli3 
presentan varios componentes de la asociación VACTERL incluyendo 
fístula traqueoesofágica280. 
 
Curiosamente muchos de estos animales mutantes tienen también 
anomalías del desarrollo pulmonar. De hecho, los dobles mutantes para 
Gli 2-/-, Gli 3+/- and Gli 2-/-, Ptc 3+/- muestran proporciones altas de HDC 
junto a otras anomalías280. Shh además se encuentra regulado a la baja 
en los pulmones hipoplásicos de ratas con HDC inducida con nitrofen281. 
 
Shh es también responsable en parte de la migración normal de las 
células de la CN282. Su supresión produce anomalías de los arcos aórticos 
y cardiopatías conotruncales283 y su bloqueo con anticuerpos específicos 
provoca alteraciones de los arcos faríngeos284. El cultivo in vitro de 
embriones de ratón expuestos a un bloqueador de las señales de Shh, la 
ciclopamina, induce defectos craneofaciales285. La mutación de Shh en 
humanos se asocia con frecuencia a defectos en los derivados de los arcos 
faríngeos286. Al mismo tiempo, la similitud de los defectos craneofaciales 
presentes en humanos con síndrome de alcoholismo fetal y los causados 
por mutaciones en Shh, llevó a demostrar que el etanol regula a la baja la 
expresión de este gen y que la adición de Shh in vitro mejora las lesiones 
craneofaciales en el embrión de pollo283 y modula la migración y 
proliferación de las células de la CN en explantes cultivados287. 
Finalmente, los defectos craneofaciales observados en el síndrome de la 
delección de 22q11.2 son debidos en parte a alteraciones en la expresión 
de Tbx1, un factor de trascripción codificado en ese locus y que, en 
roedores, es dependiente de  Shh288 
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6.2.- GENES Hox: 
La palabra griega “homeo” significa semejante y los genes homeóticos 
(HOM) de la Drosophila melanogaster fueron así bautizados por su 
capacidad, cuando eran mutados, para transformar un segmento del 
cuerpo del insecto en algo parecido a otro segmento diferente289. Todos 
comparten un elemento estructural, el homeobox, una secuencia común 
de 180 pares de bases y que también se conserva en los genes de plantas, 
hongos esponjas o vertebrados. Estos genes codifican factores de 
trascripción que autorregulan su propia trascripción o la de otros genes 
implicados en el desarrollo embrionario290, y se encargan de aportar 
información sobre el plan corporal que determina la segmentación axial y 
el desarrollo a lo largo del eje anteroposterior, e influyen fuertemente en la 
organogénesis regional a través de la diferenciación mesenquimal y de las 
interacciones epitelio-mesenquimales. En el ratón y en el humano existen 
numerosos genes homeobox. Una parte de ellos que se encuentra de 
alguna manera agrupada son los genes Hox, 39 genes que conservan 
cierta homología y se organizan en 13 grupos parálogos de 9 a 11 genes 
cada uno localizados en 4 cromosomas diferentes: Hoxa, Hoxb, Hoxc y 
Hoxd, que en el humano se encuentran respectivamente en los 
cromosomas 7, 17, 12 y 2.  
Basándose en la similitud de las secuencias de nucleótidos y en su 
posición relativa dentro de cada grupo, cada gen individual puede ser 
alineado con los de los otros grupos y a su vez con los del complejo HOM 
de la Drosophila (Figura 13). Este y otros hallazgos parecen indicar que los 






Figura 13: representación esquemática de los genes Hox y su 
correspondencia entre los existentes en un solo cromosoma en la mosca 
del vinagre (Drosophila melanogaster) y en 4 cromosomas en el ratón.
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Los genes Hox se expresan en las 3 hojas germinales, en dominios o 
segmentos con un límite anterior que específico para cada gen. La 
organización de los genes en cada complejo es fundamental para la 
regulación espaciotemporal precisa y, por tanto, para la correcta 
formación del embrión. De esta manera, el orden relativo de los genes Hox 
dentro de un mismo grupo condiciona su momento de activación y su 
lugar o dominio de expresión concreto a lo largo del eje anteroposterior 
(rostrocaudal): los genes más próximos al lugar 3´ del cromosoma se 
expresan antes y en dominios más anteriores que los genes localizados 
más cercanos a 5´, propiedad llamada colinearidad espacial. 
Consecuentemente, la combinación específica de las proteínas Hox dentro 
de una región particular le concede una identidad peculiar y única292,293. 
Pero no todo es tan sencillo, pues los genes Hox funcionan como circuitos 
altamente integrados de manera que genes parálogos, genes adyacentes 
dentro de un mismo grupo e incluso genes no parálogos de grupos 
diferentes interaccionan entre sí positiva o negativamente o en paralelo, 
orquestando así la regionalización morfológica del embrión294. 
La evidencia definitiva de la base genética de las transformaciones 
homeóticas fue obtenida mediante el aislamiento de algunos mutantes 
espontáneos. El primero fue encontrado por Calvin Bridges en el 
laboratorio del Dr. Thomas Hunt Morgan en 1915. Este mutante sufría 
una duplicación parcial del tórax (es conocido por tanto como bithorax o 
bx) por la transformación del tercer segmento torácico hacia el segundo 








Figura 14: Fotografía del mutante bithorax o bx de la 
Drosophila melanogaster o mosca del vinagre. La transformación 
del tercer segmento torácico en el segundo provoca la 




La importancia funcional del código de los genes Hox en la especificación 
de las identidades posicionales durante el desarrollo en vertebrados ha 
sido establecida en varios tipos de experimentos: expresión ectópica de 
genes Hox, creación de mutantes con “pérdida de función”, modulación de 
genes in vivo mediante ácido retinoico y por experimentos de trasplante de 
genes296. Hasta la fecha el análisis de las funciones de estos genes ha ido 
mayoritariamente dirigido hacia la comprensión de su papel en el 
desarrollo somítico, en la formación del esqueleto derivado de la CN, el 
sistema nervioso central y los miembros. Sin embargo, poco se sabe sobre 
el papel que estos genes juegan en la organogénesis297. 
El primer ratón mutante para un gen Hox, el Hoxa3, tenía múltiples 
defectos, especialmente en estructuras faríngeas derivadas de la CN, así 
como graves cardiopatías congénitas, lo que le asemejaba al síndrome de 
DiGeorge298,299.  Los mutantes para Hoxa1, sin embargo, presentan 
anomalías romboméricas con escasas anomalías del esqueleto facial, 
mientras que la pérdida de Hoxa2 ocasiona la pérdida de los cartílagos y 
huesos derivados del segundo arco branquial (estiloides y cuerno menor 
del hioides) y malformaciones el oído y el hueso temporal300.  De la misma 
manera, la ausencia junto con Hoxa3 de Hoxb3 o Hoxd3, condiciona las 
mismas malformaciones junto con disminución de las células C tiroideas, 
alteraciones laringotraqueales y defecto de los pares craneales297. La 
similitud entre estos defectos y los observados en el Síndrome de DiGeorge 
en humanos es sorprendente; sin embargo este síndrome puede aparecer 
en individuos con traslocaciones en el cromosoma 22, mientras que el gen 
Hoxa3 está localizado en el 7, lo que sugiere que, aunque los genes no 
coincidan, los mecanismos moleculares que compartan estas 




Por otro lado, la ausencia de Hoxc4 origina sorprendentemente una 
obstrucción esofágica por desaparición progresiva del tubo digestivo en el 
mesénquima torácico junto con malformaciones vertebrales302, y ratones 
mutantes para Hoxa5 también presentan malformaciones 
laringotraqueales varias292.  
 
La semejanza de las alteraciones esofágicas y respiratorias observadas en 
algunos mutantes para genes Hox concretos292,302-304 con las descritas en 
la atresia de esófago (AE), así como la implicación de algunos de sus 
factores de trascripción en la etiología de esta enfermedad en su modelo 
experimental305-307, apoyan su probable participación en la etiología de 
esta malformación. Así, Hoxa5 es necesario para el desarrollo pulmonar y 
está involucrado en la patogenia de la AE y, quizás, en la HDC; los dobles 
mutantes para este gen exhiben estenosis traqueal y malformaciones del 
cartílago respiratorio292 que recuerdan a las descritas en los modelos 
experimentales de AE308,309 y HDC198, y en parte a las encontradas en los 
humanos con estas malformaciones310,311. Por su parte, Hoxb5 se expresa 
en varios estadios del desarrollo pulmonar312, estando esta expresión 
retrasada en los pulmones de ratas expuestas a nitrofen313 y disminuida 
en algunos casos de secuestro broncopulmonar en humanos314 
 
En lo que respecta al intestino, el papel que juegan estos genes en su 
desarrollo es menos conocido. Algunos de ellos, especialmente los de los 
grupos 9-13 se sabe que están implicados en la formación del la porción 
intestinal más distal, de forma que los mutantes para Hoxd13 y Hoxa13 
tienen malformaciones de la musculatura rectal315. Genes de grupos más 
anteriores (del 1 al 9) también han sido parcialmente estudiados, 
especialmente los grupos 4 y 5, que parecen fundamentales para un 
correcto desarrollo intestinal290. Posiblemente estos genes actuarían como 
reguladores de la morfogénesis del tracto gastrointestinal, particularmente 
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de la migración y maduración de las células derivadas de la cresta neural 
y de la células mesodérmicas esplácnicas316 y, adicionalmente, en los 
procesos de adaptación y regeneración intestinal317 
Por ejemplo, Hoxb5 se expresa en el intestino embrionario humano 
durante el proceso de migración de las células de la CN. A medida que 
estas células avanzan dentro de la pared intestinal, Hoxb5 se expresa en 
la misma región, perdiendo dicha expresión en las regiones más 
proximales ya colonizadas. Cuando el proceso termina, el intestino deja de 
expresar Hoxb5, que se mantiene tan solo y de forma débil en las mismas 
células neurocristales 318. La deficiente inervación esofágica descrita tanto 
en el humano como en los animales portadores de AE177,178,319  indica, 
quizás, que la acción de alguno de estos genes Hox está alterada. Lo 
mismo puede ocurrir en la HDC, que tanto en clínica como en el 
laboratorio, comparte ciertas características embriológicas y 
malformaciones asociadas con la AE. 
 
6.3.- ACIDO RETINOICO (AR) Y SUS RECEPTORES (RAR Y RXR):  
 
La participación de estas moléculas en el desarrollo embrionario es bien 
conocida. La descendencia de ratas alimentadas con dieta deficitaria en 
vitamina A padece múltiples malformaciones que incluyen defectos 
diafragmáticos, a la vez que el suplemento con retinol (vitamina A) 
durante la gestación disminuye la incidencia de estos defectos320. 
Recientemente se ha demostrado que los niveles de retinol y su proteína 
transportadora (RBP) están disminuidos en los recién nacidos con HDC321. 
El retinol es el precursor del ácido retinoico (AR), formado 
intracelularmente por acción de las enzimas retinal y retinol-
deshidrogenasa. El AR a su vez se une a los recetores nucleares RAR y 
RXR para regular la expresión de múltiples genes194,322.  
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El nitrofen produce una alteración en la cascada del AR323, de manera tal 
que su demostración ha abierto una nueva vía etiopatogénica de esta 
malformación194, la llamada “hipótesis del retinoico”. De hecho, no solo el 
nitrofen, sino también los otros teratógenos que inducen HDC (bis-
diamina, ácido 4-bifenil-carboxílico y SB-210661) inhiben la retinal-
deshidrogenasa de manera dosis dependiente324, aunque este enzima no 
esté disminuida en los pulmones hipoplásicos de las ratas expuestas al 
herbicida325. Una evidencia añadida es que el retinol administrado a las 
madres gestantes expuestas a nitrofen disminuye la incidencia de HDC en 
la descendencia y mejora la hipoplasia e inmadurez pulmonar de los fetos 
55,184,185 y, al mismo tiempo, disminuye la frecuencia de las 
malformaciones cardiacas y de los arcos branquiales que presentan56,326. 
   
En cuanto a los receptores del AR (RARs), en los animales mutantes para 
la doble mezcla de algunos de sus genes, se reproduce fielmente el 
fenotipo de los animales descendientes de madres alimentadas con 
deficiencia de vitamina A junto a otras malformaciones, como HDC, 
truncus arterioso, defectos cardiacos conotruncales, anomalías de los 
grandes vasos, timo ectópico o ausente, etc. Y lo que es más interesante, 
también presentan una hendidura traqueoesofágica común tapizada con 
un epitelio ciliado, malformaciones de los miembros y alteraciones renales, 
hallazgos que recuerdan a la asociación VACTERL y que son muy 
parecidos a los que tienen los embriones de rata tratados con 
adriamicina322,327. Este modelo, por tanto, representa un punto de unión 
entre la HDC y la AE e ilustra cómo el progreso en campos básicos de la 
ciencia puede ayudar a la comprensión de la etiopatogenia de las 























La hernia diafragmática humana es una entidad clínica en la que el 
defecto anatómico por el que las vísceras se introducen en el tórax no se 
encuentra aislado. De hecho, son las malformaciones asociadas a este 
defecto las que condicionan en gran manera el pronóstico vital y funcional 
de los pacientes. En condiciones de laboratorio, el modelo experimental de 
hernia diafragmática congénita reproduce tanto el defecto herniario como 
gran parte de estas malformaciones asociadas, siendo por esta razón una 
excelente arma de estudio de esta enfermedad. 
 
Muchas de estas malformaciones, tanto en humanos como en animales, 
se encuentran en estructuras derivadas de la cresta neural.  Son muy 
frecuentes las alteraciones en el tracto de salida cardiaco y los grandes 
vasos, el tubo neural, los arcos faríngeos o las bolsas branquiales, así 
como la asociación a síndromes derivados de malformaciones en alguna 
de estas estructuras.  
 
El seguimiento de los pacientes sobrevivientes a una hernia diafragmática 
nos enseña que el reflujo gastroesofágico es una secuela muy frecuente. 
De su estudio en humanos sabemos que existen en algunos casos 
alteraciones anatómicas esofágicas que podrían justificar este hallazgo. 
Hipotéticamente, estas alteraciones podrían estar causadas por una 
malformación en la inervación del esófago. 
 
Esta inervación, tanto en su faceta extrínseca (nervios vagos) como 
intrínseca (plexos mientérico y submucoso) deriva íntegramente de la 
cresta neural. Dada la disponibilidad del modelo experimental, nuestra 
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hipótesis conceptual es por tanto que en condiciones de laboratorio la 
hernia diafragmática asocia también malformaciones de la inervación 
esofágica intrínseca y extrínseca, lo que constituiría una nueva prueba de 





Hipótesis operativa:  
En primer lugar, y en lo que respecta a la inervación extrínseca, los 
nervios vagos y los correspondientes recurrentes laríngeos, los fetos con 
hernia diafragmática congénita mostrarán alteraciones en su morfología o 
recorrido. 
 
En segundo lugar, el plexo mientérico esofágico será anormal en los fetos 
de rata con hernia diafragmática congénita.  
 
 
Hipótesis estadística:  
1.- La hipótesis nula es que no existan alteraciones en la anatomía, 
morfología o recorrido de los nervios vagos y recurrentes laríngeos tanto 
en los fetos controles como en los que presenten hernia diafragmática 
congénita. La hipótesis alternativa es que los fetos con hernia muestren 
una alteración en esta inervación. 
 
2.- La segunda hipótesis nula es que la inervación esofágica intrínseca 
(plexo mientérico) sea igual en los fetos controles y en los fetos con hernia 
diafragmática. La hipótesis alternativa es que el plexo mientérico de los 
fetos con hernia presente alteraciones medibles comparado con los 
controles. 




1.- Demostrar que en la hernia diafragmática congénita experimental se 
producen malformaciones en la inervación esofágica extrínseca, es decir, 
en la anatomía de los nervios vago y recurrente laríngeo. Realizar un 
estudio descriptivo de dichas malformaciones comparándolas con la 
anatomía normal de los fetos controles. 
 
2.- Estudiar si en la hernia diafragmática experimental existen además 
alteraciones en la estructura del plexo mientérico esofágico. 
  
3.- Demostrar, si existiesen estas alteraciones en el plexo mientérico y 
usando métodos morfométricos reproducibles, que las medidas 
correspondientes de neuronas y ganglios se encuentran alteradas con 
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1. ANIMALES 
Se emplearon ratas Sprague-Dawley hembras vírgenes de 220-250 gramos 
de peso y machos de fertilidad probada. Los animales fueron alojados en 
las instalaciones de la Unidad de Investigación del Hospital La Paz de 
Madrid y fueron alimentados con el granulado especial para rata, y agua 
de bebida “ad libitum”. Su manipulación se ajustó a las exigencias de la 
Unión Europea vigentes (E.C. 86/L609) y a las recogidas en los R.D. 
223/1988 y 1201/2005. 
2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL: 
2.1.- GRUPOS EXPERIMENTALES 
Se consideraron 2 grupos experimentales: Control y HDC. En cada uno de 
los grupos se incluyeron al menos 10 madres gestantes. Este número fue 
ampliado a medida que se realizaron los experimentos, hasta alcanzar la 
cantidad de fetos suficientes para los mismos. El porcentaje de fetos con 
HDC en cada camada alcanzó al menos el 50% con la dosis de teratógeno 
usada. 
2.2.- PROCEDIMIENTO: 
2.2.1.- Fecundación controlada:  
Tras 24 horas de contacto visual y olfativo, las hembras fueron enjauladas 
con macho (3x1) para su fecundación durante una noche. El día 0 de la 
gestación fue contado a partir del momento en que en el frotis vaginal se 
demostró la presencia de espermatozoides (Figura 15). 





2.2.2.- Administración del teratógeno nitrofen: 
En el día 9,5 de gestación se administró a las madres del grupo HDC una 
dosis de 400 mg/Kg (usando una dilución de 100 mg del teratógeno por 
1mL de aceite de oliva virgen) por vía intragástrica (gavaje) (Figura 16). Los 
animales del grupo Control fueron tratados de idéntica forma con el 
mismo volumen de excipiente. 
2.2.3- Cesárea y obtención de los fetos:  
Se practicó en el día 21 de la gestación (término 22 días) bajo anestesia 
general practicada con una mezcla de ketamina (80mg/kg), diacepam 
(10mg/kg) y atropina (0,01mg/kg) por vía intraperitoneal (Figura 17), 
usando el microscopio de microcirugía Leica Wild M65 (Leica 
Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suiza). Se extirparon ambos hemiúteros 
(Figuras 18 y 19) y se extrajeron los embriones dentro de las membranas 
(Figura 20). Los fetos fueron sacrificados inmediatamente tras cortar el 
cordón umbilical mediante inmersión en suero fisiológico.  
Se usaron para cada grupo 10 fetos aleatoriamente elegidos de 5 camadas 
diferentes (2 fetos por cada camada). En el grupo HDC se escogieron tan 
solo aquellos fetos que presentaron una hernia diafragmática (siempre que 
fuesen más del 50% del total), descartando aquellos que no presentaron la 
malformación. La razón de descartar aquellos animales expuestos al 
teratógeno pero que no presentaban HDC ha sido ampliamente discutida 
en la bibliografía previa14,197,198,201,328 y es analizada con mayor 
profundidad en la Discusión. 



















Figura 15: A) Frotis vaginal en la hembra de rata B) Resultado de frotis considerado positivo por la 
presencia de espermatozoides (magnificación original x200)
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Figura 16: Administración del nitrofen mediante sondaje orogástrico 
















Figura 17: Anestesia general de la madre gestante previa a la cesárea 
mediante inyección intraperitoneal de ketamina, diacepam y atropina. 
























Figura 18: A) Preparación de la rata gestante para la cesárea, rasurando la zona de la laparotomía. B) 
Inicio de la laparotomía con técnica no estéril.


























Figura 19: A) Exposición de los 2 hemiúteros con los fetos en su interior en una hembra del grupo 
control (A) y en otra del grupo HDC (B). La administración del teratógeno provoca, entre otras 
alteraciones, una disminución del número de fetos por camada, como es evidente en estas imágenes 
especialmente en el hemiútero izquierdo de la figura B.







Figura 20: Imagen de un feto de rata de 21 días de gestación extraído de 
sus membranas y en el que aún no se ha seccionado el cordón umbilical.
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2.2.4.- Estudio de la innervación esofágica extrínseca:  
Los fetos fueron fijados en formol al 10% durante 48-72 horas. 
Posteriormente se cortaron transversalmente desde el cuello a la parte 
superior del abdomen en un bloque que fue fijado en parafina (Figura 21).  
Cada bloque fue seccionado en rodajas de un grosor de 5 µm, montando 
uno de cada 10 cortes en cristales convencionales (BDH, España, ref 
406/0178/00) y tiñéndolo con Hematoxilina y Eosina. Todos ellos fueron 
estudiados en sentido cefalocaudal desde el nivel cricoideo hasta la unión 
gastroesofágica, centrándonos en la situación y calibre de los nervios 
vagos y recurrentes laríngeos, así como de sus ramas.    
Para el estudio y representación en tres dimensiones cada corte fue 
digitalizado con una cámara digital (CV-S3200, Jai Corporation, 
Yokohama, Japan) adaptada al microscopio (Olympus CX40, Hamburg, 
Germany). Posteriormente todas las imágenes fueron incluidas en el disco 
duro de un ordenador de mesa tipo PC con procesador Intel Pentium 4 
(Intel Corp, Santa Clara, California, Estados Unidos) y 256MB de memoria 
RAM.  
A continuación fueron exportadas a un programa específico para la 
reconstrucción de estructuras biológicas en 3 dimensiones (TDR-3dbase 
versión 1.3, Hubrecht Laboratory, Utrecht, Holanda), gentilmente cedido 
por el Dr. F.J. Veerbek. Con la ayuda de una tableta gráfica modelo 
Genius NewSketch 1212 HR III (KYE Systems Corp, San Chung, Taipei 
Hsien, Taiwan) se trazaron, ya dentro del programa TDR-3dbase, en 
cada una de las imágenes los contornos en distinto color de las 
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estructuras implicadas en el estudio, incluyendo la tráquea, el esófago, las 
grandes arterias y los nervios vago y recurrente laríngeo (Figuras 22 y 23).  
Con estos trazados, el citado programa reconstruyó las imágenes en tres 
dimensiones de acuerdo a las separaciones de los cortes, obteniendo una 
representación gráfica móvil en los 3 ejes del espacio de forma que se 
pudo reconstruir tridimensionalmente un recorrido de estos nervios y sus 
relaciones anatómicas con los diversos órganos intratorácicos y cervicales. 
Este estudio fue realizado en los dos grupos experimentales. 




























Figura 21: Representación esquemática del bloque extraído para el 
estudio de la inervación esofágica extrínseca, correspondiente al 
existente entre la laringe y la bifurcación traqueal.















Figura 22: Captura de pantalla del programa TDR-3dbase en el modo de imágenes individuales con un corte 
torácico alto. Gracias al uso de la tableta gráfica se han dibujado los contornos del esófago (rojo), traquea (azul) y 
nervios vago y recurrentes laríngeos (amarillo).





Figura 23: Captura de pantalla del programa TDR-3dbase en el modo “todas las 
imágenes”. La pantalla muestra tan solo 20 de las 100 introducidas y en las que, 
en cada una, se realiza el dibujo del perfil de las estructuras (ver figura 19). En 
este caso se muestran de más distal (marcada en la imagen con el número 1) a 
más proximal (número 20). Se puede apreciar la bifurcación traqueal (en azul) y el 
inicio del nervio recurrente laríngeo izquierdo (en amarillo) por debajo de la aorta. 
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2.2.5.- Estudio de la innervación esofágica intrínseca: 
2.2.5.1.- Estudio inmunohistoquímico en cortes esofágicos transversales:  
Para el estudio de la presencia de tejido nervioso en el plexo mientérico, 
se practicaron inicialmente tinciones inmunohistoquímicas específicas 
para el tejido nervioso en cortes esofágicos transversales.  En cada feto 
se disecó el esófago de los tejidos circundantes desde la faringe hasta la 
unión gastroesofágica, marcando con una pequeña lazada de un hilo de 
7/0 el extremo distal del mismo. En algunos de los fetos con hernia 
diafragmática congénita se extrajo el esófago sin separarlo de la 
traquea, pues el cartílago de esta última sirvió frecuentemente como 
control de tinción. Tras ser fijados en formol al menos 24h, se obtuvo 
un bloque de parafina con 3 o más esófagos en posición vertical. Se 
tiñeron 2 cortes de la parte más proximal, otros dos de la porción media 
y otros 2 de la parte distal del esófago, todos ellos con un grosor de 
unas 3 micras, comprobando previa tinción con hematoxilina-eosina de 
una muestra control del corte inmediatamente anterior, la correcta 
disposición y orientación de los esófagos. Se obtuvieron igualmente 
cortes longitudinales aislados de algunos esófagos con objetivos 
meramente ilustrativos. 
Una vez obtenidos los cortes y fijados en un cristal con xilano (Dako 
Ltd, Cambridgeshire, UK, ref S3003), fueron desparafinados con xilol 
(Sigma-Aldrich, Madrid, ref 95660) durante 10 minutos y 
posteriormente se hidrataron en alcoholes decrecientes desde absoluto 
hasta 70º. Para desenmascarar el antígeno se usó como potenciador 
una mezcla con un pH de 8,2 de agua destilada, EDTA (Sigma, España, 
ref 2606) y ácido clorhídrico, previamente llevada hasta ebullición. Los 
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cristales junto con esta solución fueron incubados en una estufa a 
150ºC durante 45 minutos, prolongando este tiempo si las muestras 
originales habían pasado más de una semana fijadas en formol. 
Tras ser enfriadas bajo agua se procedió a la inhibición de la peroxidasa 
endógena (Dako, España, ref S2001) durante un tiempo de 10 minutos, 
pasados los cuales se lavaron los cristales con tampón Tris (Sigma-
Aldrich, Madrid, ref 93391) a un pH de 7,4-7,6. A continuación se 
aplicaron los anticuerpos primarios a la dilución indicada por el 
laboratorio, incubándolos durante 30 minutos a temperatura ambiente.  
Los anticuerpos utilizados en este proceso fueron Enolasa 
Neuroespecífica (Dako Ltd, Cambridgeshire, UK, ref M0873), Proteína S-
100 (Dako Ltd, Cambridgeshire, UK, ref A0384) y Neurofilamento (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc, California, US, sc-32729). Una vez pasados los 
30 minutos se lavaron de nuevo las muestras con tampón Tris. 
Por último las muestras se incubaron otros 30 minutos con el 
anticuerpo secundario policlonal  y, después de ser lavadas de nuevo 
con tampón Tris, se revelaron con diaminobencidina (Sigma-Aldrich, 
Madrid, ref 32741), mezclándola con el tampón correspondiente en la 
cantidad indicada y esperando como máximo 5 minutos.  Al final, tras 
ser lavados de nuevo con tampón Tris y agua destilada, se sumergieron 
en hematoxilina durante 5 minutos para contrateñir el fondo, se 
deshidrataron en alcoholes crecientes desde 70 a 100º, se lavaron en 
xilol y se cubrieron con el cubreporta correspondiente usando DPX 
como medio de montaje (BDH, Poole, UK, ref 360294H). 
Además de objetivar la presencia o no de ganglios o de células 
individuales positivas a la tinción, se contabilizaron manualmente 
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cuando la muestra lo permitía, el número de ganglios o nervios teñidos 
por corte esofágico completo. La ausencia de plexo submucoso en el 
ratón facilitó esta tarea. Ante la imposibilidad de contabilizar 
individualmente cuerpos celulares, se consideraron como ganglios 
cualquier agrupación uniforme de áreas de tinción, independientemente 
de su tamaño, siempre que estuvieran claramente separados de las 
áreas teñidas adyacentes, y que estuvieran localizados en el lugar 
correspondiente al plexo mientérico.  
2.2.5.2.- Estudio histoquímico en esófagos completos o “whole-mount”:  
Se recurrió a la técnica del aislamiento completo del plexo mientérico 
llamada en inglés “whole-mount”, para la visualización de las redes y 
conexiones nerviosas entre los distintos ganglios intramurales del 
esófago. Dicha técnica, descrita y desarrollada principalmente el ámbito 
de la cirugía pediátrica por el grupo de Dublín, Irlanda, permite el 
análisis del tejido nervioso en toda su extensión longitudinal dentro de 
un segmento concreto de tejido. Facilita la comprensión de la anatomía 
total, pues permite la visualización completa de los ganglios nerviosos y 
de las interconexiones entre ellos. Su inconveniente principal es la 
dificultad técnica que implica en tejidos de pequeño tamaño y frágiles 
de manipular. Para realizarla, una vez aislados los esófagos con la 
técnica habitual fueron preservados en paraformaldehido al 4% durante 
al menos 4 horas a 4ºC en oscuridad. Dicha solución es un líquido 
fijador y preservador que no afecta a la capacidad del tejido nervioso 
para captar anticuerpos específicos, razón por la que es preferible al 
formol o formalina clásicos usados para preservación de muestras 
biológicas.  
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Tras la fijación se sustituyó el paraformaldehido por PBS. La separación 
de las capas musculares y la mucosa junto a la submucosa se hizo con 
ayuda del microscopio estereoscópico o lupa binocular para 
microcirugía (Leica MS5, Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suiza). A 
continuación se abrió longitudinalmente el esófago con ayuda de tijera 
microquirúrgica, retirando con cuidado extremo la capa mucosa en 
finas tiras en sentido proximal a distal, dejando tan solo indemne la 
capa correspondiente a la muscular y el plexo mientérico, que fue la 
procesada, pues anatómicamente no existe en el esófago del roedor 
plexo nervioso submucoso. 
Utilizamos tinciones histoquímicas con Acetil-Colinesterasa por ser más 
específica y fácil de programar en poco tiempo, obteniendo así una 
visión real de la red neuronal existente. Para esta tinción se usó una 
mezcla de los siguientes compuestos: 
- Acetil-tiocolina iodada (Sigma, España, A5751), 250 mg. 
- Tampón acetato a pH 6,0 325 mL. Consiste en una mezcla de 
2,1 mL de ácido acético 0,2M (Fuka, Tallaght, Irlanda, ref 74030)  
y acetato de sodio 0,2M (BDH AnalR, España, ref 10236) 
- Citrato de sodio (Sigma, España, ref S-4641) 0,73525 g. 
- Sulfato de cobre (BDH GPR, España, ref 27850) 0,2394 g. 
- Agua destilada 50 mL. 
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- Tetraisopropil pirofosforamida (Sigma, España, ref T1505), 10 
mL, que es sustituible, si no se encuentra o su manipulación se 
descarta por su toxicidad, por la misma cantidad de agua 
destilada.  
- Ferricianida potásica (Sigma-Aldrich, España, ref P-8131) 
0,0823 g. 
Una vez obtenida la solución, se cubrieron con ella las muestras 
intestinales y se incubaron durante 1 hora a 37ºC, observando la 
coloración de la muestra bajo microscopio o lupa quirúrgica. Cuando la 
tinción se consideró positiva, se sustituyó el líquido que contenía la 
acetil-colinesterasa por PBS y se dio por concluida la técnica. Si no 
existía tinción o era débil, se dejaron las muestras en frigorífico por 
espacio de 2 a 12h hasta revisar el resultado. 
En todos los casos, el proceso finalizó colocando las muestras ya 
teñidas en portas normales y cubriéndolas con cubreportas usando 
Glycergel (Dako, España, ref C-0563) como fijador. 
 
2.2.5.3.- Evaluación cuantitativa del número de células:  
Para la estimación cuantitativa del número de células nerviosas por 
sección esofágica usando un software específico de análisis de imágenes 
histológicas (Image Pro-plus, Media Cybernetics, U.S.A.), considerando 
positivas las células teñidas con el anticuerpo correspondiente.  
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2.2.5.4.- Evaluación semi-cuantitativa de los plexos nerviosos:  
Las técnicas de whole mount no permiten una estimación cuantitativa 
dadas las características de su obtención. Sin embargo sí es posible una 
estimación semi-cuantitativa y el análisis de determinados parámetros 
usando también para ello el software específico de análisis de imágenes 
histológicas. Dichos parámetros fueron los siguientes: 
1.- Número de ganglios por campo de gran aumento. 
2.- Área media de los ganglios. 
3.- Área parcial de los ganglios respecto al área esofágica total, es 
decir la cantidad proporcional de tejido nervioso en el área total del 
esófago. 
 
3.- METODOS ESTADISTICOS: 
Las variables numéricas de cada grupo fueron tratadas estadísticamente 
por métodos descriptivos convencionales. La comparación de medias entre 
grupos se realizó por métodos no paramétricos dado el tamaño de las 
muestras previstas (Kruskall-Wallis para más de dos grupos y Mann-
Whitney para dos grupos). Si los tamaños muestrales, la homogeneidad de 
los datos y el ajuste a la normalidad de la distribución lo justificaron, se 
usaron métodos paramétricos (ANOVA para más de dos grupos y “t” de 
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Student para dos grupos). Los datos fueron almacenados en la hoja de 
cálculo Excel (Microsoft Office 2000, Microsoft Ibérica, Pozuelo de Alarcón, 
Madrid, España) y procesados mediante el paquete estadístico StatView 
4.53 para Windows (Abacus Concepts Inc, Londres, Reino Unido). La 
hipótesis nula se rechazó si las diferencias entre grupos fueron mayores 




























1.1.- OBTENCIÓN DE LOS EMBRIONES, PESO Y SUJETOS DEL 
ESTUDIO:  
Se incluyeron en el estudio 4 ratas gestantes del grupo Control y otras 8 
del grupo HDC. Se obtuvieron un total de 110 fetos en las 12 camadas, 
con un peso medio de 5,334±0,82 vs 4,7554±0,36 (control vs HDC, 
p<0,05) (Figura 24). En los 45 animales del grupo Control no se objetivó 
ninguna malformación diafragmática, mientras que 50 de los 65 fetos del 
grupo HDC (76,9%)  presentaron una hernia diafragmática izquierda. Para 
el estudio de la anatomía de los nervios vagos y recurrentes laríngeos se 















Figura 24: Tabla que muestra la media y la desviación estándar del peso de los 
fetos de los 2 grupos experimentales. 












1.2.- ANATOMÍA DE LA INERVACIÓN ESOFÁGICA EXTRÍNSECA EN EL 
GRUPO CONTROL:  
La anatomía de los nervios vago y recurrente laríngeo en el grupo Control 
sigue con exactitud la descrita por Qi177 en el estudio del modelo 
experimental de atresia de esófago inducida con Adriamicina, y remeda 
fielmente  la conocida en el ser humano. 
En la porción más distal del esófago ambos nervios vagos descienden a 
ambos lados del esófago en íntimo contacto con él. El nervio vago derecho 
(NVD) tiende a hacerse más posterior desde la bifurcación traqueal, 
mientras que el izquierdo (NVI) conserva su posición hasta la entrada al 
abdomen. En los 2, a veces, se observan numerosas ramas que dan lugar 
a un complejo plexo nervioso a nivel del cardias (Figuras 25 y 26).  
En sentido más proximal, el nervio recurrente laríngeo izquierdo (NRLI) se 
origina  del NVI cercano a la pared de la aorta, cruzando bajo el arco 
aórtico para ascender hacia la laringe a lo largo de la hendidura 
traqueoesofágica; tanto este NRLI como el derecho a veces se encuentran 
divididos en varias ramas ya casi desde su salida. El NVD a este nivel 
desciende habitualmente pegado a la pared posterior de la traquea cerca 
de la hendidura traqueoesofágica derecha (Figuras 27 y 28).  
 
En el otro lado, el nervio recurrente laríngeo derecho (NRLD) se origina del 
NVD aproximadamente al nivel de la arteria subclavia, ascendiendo a la 
laringe a lo largo del surco traqueoesofágico derecho o cerca de él (Figuras 






Figura 25: Corte transversal torácico bajo de un feto control mostrando la 
anatomía regional. El nervio vago derecho (NVD) camina junto al esófago (E) 
más posterior que el izquierdo (NVI), que a su vez ya está dividido en varias 













Figura 26: Corte transversal torácico bajo de un feto control mostrando la anatomía regional. Como en 
la figura anterior, El nervio vago derecho (NVD) y una de sus ramificaciones, camina junto al esófago (E) 
más posterior que el izquierdo (NVI). Ao:Aorta, D: Derecha, I:Izquierda, A:Anterior, P:Posterior. 












Figura 27: Dos imágenes de un mismo feto control que muestran la salida 
del nervio recurrente laríngeo izquierdo (NRLI) y sus relaciones anatómicas.  
A) Por debajo del cayado de la aorta el NVI muestra un engrosamiento que 
corresponde a la salida del NRLI. A este nivel la vía respiratoria ya está 
bifurcada. B) Un poco más arriba se ha hecho patente la división de los NVI y 
NRLI, que a su vez está subdividido en varias ramas. Ao:Aorta, Aoa:Aorta 
ascendente, Aod:Aorta descendente, BD:Bronquio principal derecho, 
BI:Bronquio principal izquierdo, E: Esófago, V: Vértebra, D: Derecha, 






























Figura 28: Imágenes de 2 fetos del grupo control que permiten 
confirmar la anatomía normal del NRLI y del NVD a nivel torácico 
medio (aproximadamente en la bifurcación traqueal).  A) NVI y  NRLI 
inmediatamente tras su salida bajo el cayado de la aorta. B) Un poco 
más arriba los 2 nervios caminan ya muy alejados uno del otro. 
Ao:Aorta, Aoa:Aorta ascendente, Aod:Aorta descendente, BD:Bronquio 
principal derecho, BI:Bronquio principal izquierdo, E: Esófago, T: 
























































Figura 29: A nivel cervical, la salida del NRLD ocurre a nivel de la 
bifurcación de la arteria carótida derecha (ACD) y la arteria subclavia 
(ASD). En la imagen se muestra el inicio de esta salida, con el NVD ya 
dividido en las ramas que darán lugar al NRLD. E: Esófago, T: 
Tráquea, V: Vértebra, Tm: Timo, D: Derecha, I:Izquierda, A:Anterior, 






















Figura 30: Un poco más arriba, el NRLD ya ha salido del NVD, caminando inicialmente pegado 
a la pared lateral de la tráquea.  ACD: Arteria carótida derecha, ASD: Arteria subclavia 
derecha, E: Esófago, T: Tráquea, V: Vértebra, Tm: Timo, D: Derecha, I:Izquierda, A:Anterior, 
P:Posterior. Magnificación originalx100. 
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1.3.- ANATOMÍA DE LA INERVACIÓN ESOFÁGICA EXTRÍNSECA EN EL 
GRUPO HDC:  
Comparados con los fetos del grupo Control, los nervios de los fetos del 
grupo HDC mostraban alteraciones anatómicas importantes en 7 de los 9 
casos. Estos hallazgos se encuentran resumidos en la Tabla II y pueden 
ser descritos como sigue:  
a) Ausencia de uno de los troncos vagales: Cuatro animales carecían de 
uno de los vagos, en 2 casos el izquierdo y en otros 2 el derecho (Figuras 
31 y 32). Estos 4 fetos, además, pertenecían a 4 camadas diferentes. 
Curiosamente, los 2 fetos con agenesia del NVI y uno de los que 
presentaba ausencia del NVD tenían, además, una arteria subclavia 
derecha (ASD) retroesofágica, hallazgo frecuente en el modelo 
experimental de HDC inducida con nitrofen y en los humanos con esta 
malformación (Figuras 33 y 34)14. En un caso, el NVD era aparentemente 
normal en la parte superior del tórax, pero progresivamente se hacía más 
fino en sentido distal hasta desaparecer en la parte más distal del esófago. 
En total, de los 4 paquetes vagales restantes de estos 4 fetos, tan solo 2 
eran aparentemente normales. Los otros 2, aun existiendo, presentaban 
como anomalía la ausencia del correspondiente nervio recurrente laríngeo, 
y son presentados en el apartado siguiente. 
b) Ausencia de uno de los 2 nervios recurrentes laríngeos: Como era 
esperable, aquellos fetos que presentaban agenesia de uno de los dos 
nervios vagos también carecían de su correspondiente nervio recurrente. 
Sin embargo, en 2 fetos que tenían un NVI o un NVD normales, también 
estaban ausentes los recurrentes izquierdo o derecho respectivamente 





c) Hipoplasia nerviosa: Comparados con los fetos del grupo Control y 
también con los otros 7 del grupo HDC, 2 animales con HDC tenían 
troncos nerviosos considerablemente más pequeños. En estos animales la 
anatomía de la inervación esofágica extrínseca era, por lo demás, 
absolutamente normal (Figura 39). 
 
d) Desviación del trayecto normal y cambio en las relaciones 
anatómicas en el mediastino: Dos de los 9 fetos estudiados tenían 
desviaciones leves pero evidentes del trayecto de los troncos nerviosos. En 
un caso el NRLD ascendía hacia el cuello delante de la tráquea. En otro 
feto el NVI descendía hacia el abdomen muy lejos del esófago, aunque este 





Tabla II: Malformaciones en los troncos nerviosos torácicos en 7 de los fetos con HDC  
 
 
 NVI NRLI NVD NRLD ASD Otros 
#1 - - + - Aberrante  
#2 + - - - Aberrante  
#3 + + - - Normal  
#4 - - + + Aberrante  
#5 + + + + Normal 
Hipoplasia  
Desviación 
#6 + + + + Normal Hipoplasia 
#7 + + + + Normal Desviación 
 
NVI: Nervio vago izquierdo. NRLI: Nervio recurrente laríngeo izquierdo. NVD: Nervio vago derecho. NRLD: Nervio recurrente laríngeo derecho. ASD: Arteria subclavia 




















Figura 29: Corte transversal de un feto del grupo HDC a nivel torácico bajo, que muestra una agenesia del NVI.  
NVD: Nervio vago derecho, E: Esófago, Ao:Aorta, V: Vértebra, D: Derecha, I:Izquierda, A:Anterior, P:Posterior. 











Figura 32: Corte transversal de un feto del grupo HDC a nivel de la bifurcación bronquial, que muestra una 
agenesia del NVI. NVD: Nervio vago derecho, E: Esófago, Ao:Aorta, V: Vértebra, BD: Bronquio principal derecho, BI: 













Figura 33: Sección transversal torácica alta que muestra una agenesia de NVD y la presencia de una ASD 
retroesofágica aberrante. NVI: Nervio vago izquierdo, NRLI: Nervio recurrente laríngeo izquierdo, ASD: Arteria 
subclavia derecha, E: Esófago, Ao:Aorta, V: Vértebra, T: Tráquea, D: Derecha, I:Izquierda, A:Anterior, P:Posterior. 





























Figura 34: Como en el caso anterior, corte torácico alto que ahora muestra una agenesia de NVI y NRLI además 
de una ASD retroesofágica aberrante. NVD: Nervio vago derecho, Ao: Aorta, ASD: Arteria subclavia derecha, E: 

































Figura 35: Ausencia de NVI y de NRLI. NVD: Nervio vago derecho, Ao: Aorta, E: Esófago, Ao:Aorta, T: Tráquea, 












Figura 36: Corte algo más superior del mismo animal de la Figura 33. Ausencia de NVI y de NRLI. 
NVD: Nervio vago derecho, Ao: Aorta, E: Esófago, Ao:Aorta, T: Tráquea, V: Vértebra, D: Derecha, 












Figura 37: Sección cervical en un feto con HDC que muestra una agenesia del NVD y su correspondiente 
NRLD. NVI: Nervio vago izquierdo, NRLI: Nervio recurrente laríngeo izquierdo, E: Esófago, T: Tráquea, 










































Figura 38: Sección cervical que muestra en este feto la agenesia del NVD 
y de su correspondiente NRLD. NVI: Nervio vago izquierdo, NRLI: Nervio 
recurrente laríngeo izquierdo, E: Esófago, T: Tráquea, V: Vértebra, D: 













Figura 39: Corte cervical alto en un feto con HDC y presencia de los 2 vagos y los 2 recurrentes 
laríngeos. Sin embargo su tamaño es considerablemente menor comparado al de los otros animales de 
su grupo y al de los Controles. NVI: Nervio vago izquierdo, NRLI: Nervio recurrente laríngeo izquierdo, 
NVD: Nervio vago derecho, NRLD: Nervio recurrente laríngeo derecho, E: Esófago, T: Tráquea, V: 








































Figura 40: Sección torácica baja para ilustrar el hallazgo de las 
desviaciones anatómicas en el curso de los troncos vagales. En este 
animal el NVI camina alejado de su posición normal junto al esófago. 
NVD: Nervio vago derecho, NVI: Nervio vago izquierdo, Ao: Aorta, 
E:Esófago, T: Tráquea, V: Vértebra, D: Derecha, I:Izquierda, 















1.4.- REPRESENTACIÓN TRIDIMENSIONAL DE LOS HALLAZGOS 
ANATÓMICOS EN LA INERVACIÓN ESOFÁGICA EXTRÍNSECA: 
Como se expuso en el apartado Material y Métodos, se usó un programa 
específico de reconstrucción tridimensional llamado TDR-3dbase. Para 
su uso, era necesario digitalizar alineándolas cuidadosamente, de 90 a 
120 imágenes por feto. Una vez digitalizadas se dibujó el contorno de cada 
estructura a estudiar en un color diferente constante en todos los 
animales: estructuras nerviosas (amarillo), esófago (rojo), tráquea (azul) y 
grandes vasos (rosa).   
Se reconstruyeron 4 fetos del grupo Control y otros 4 del grupo HDC. Se 
consideró un número suficiente dada la ingente cantidad de material y el 
tiempo consumido en cada uno de los fetos. 
En todos los casos se dispuso de una presentación adecuada de los 
hallazgos, fácilmente comprensible y atractiva para su uso docente. La 
posibilidad de girar las estructuras estudiadas en las tres dimensiones del 
espacio, permitió comprender mejor las relaciones anatómicas que 
existían entre ellas. En las Figuras 41-47 se exponen imágenes aisladas 




Figura 41: Capturas de pantalla del programa TDR-3dbase que muestran una 
reconstrucción en el caso de un feto del grupo Control. Las 2 imágenes muestran las 
estructuras mediastínicas desde un punto de vista anterior. En la imagen superior se 
representan los nervios (amarillo), la tráquea (azul), el esófago (rojo) y los grandes vasos 
















































Figura 42: Mismo ejemplo del grupo Control que el correspondiente a la Figura 41. En la 
imagen superior se ha suprimido ahora la tráquea y los bronquios principales. En la 








Figura 43: Imagen oblicua izquierda de otro de los fetos del grupo Control. En la parte 
inferior se ha suprimido el dibujo del esófago para visualizar el recorrido de los nervios y 
















Figura 44: Primer ejemplo correspondiente al grupo HDC. Imágenes postero-anteriores. 
Este animal presentaba una ASD aberrante retroesofágica fácilmente identificable en la 
imagen superior. La supresión del esófago y la tráquea (imagen inferior) permite también 














Figura 45: Imagen oblicua postero-superior.  Además de una ASD aberrante, existía en 













Figura46: Imágenes posteriores de un animal con agenesia de NRLD. Al suprimir el 
esófago en la imagen inferior, dicha agenesia parece dar la apariencia de un muñón 




































Figura 47: En la parte superior, proyección antero-posterior e izquierda de un animal 
con agenesia del NVD. Los NVI y NRLI aparecen claramente dibujados. Al suprimir el 
esófago en la imagen inferior y cambiar la perspectiva a postero-anterior y derecha, 
apreciamos la anatomía de los troncos nerviosos izquierdos, con las ramificaciones 









2.- INERVACION ESOFAGICA INTRINSECA. ESTUDIO INMUNO-
HISTOQUÍMICO EN CORTES ESOFAGICOS TRANSVERSALES 
 
2.1.- OBTENCIÓN DE LOS EMBRIONES Y SUJETOS DEL ESTUDIO:  
En este estudio se incluyeron 20 fetos del grupo Control y otros 20 del 
grupo HDC, escogidos de manera aleatoria de las madres gestantes de 
cada uno de los 2 grupos. Se realizaron cortes transversales del esófago y 
tinciones inmunohistoquímicas según la metodología descrita en el 
apartado “Material y métodos”.  
2.2.- DESCRIPCIÓN DE LOS HALLAZGOS (Figuras 48-59): 
Histológicamente el plexo mientérico de los animales del grupo Control 
presentaba características normales desde el punto de vista 
anatomopatológico. Todos los anticuerpos utilizados eran captados por las 
células nerviosas en localización eutópica acumuladas en ganglios más o 
menos poblados de células dentro de las capas musculares del esófago. 
También era claramente visible la inervación extrínseca esofágica en 
algunos de los cortes. 
Por el contrario, el plexo mientérico de los animales del grupo HDC 
presentaba alteraciones muy evidentes en cuanto al número de ganglios, 
independientemente del nivel de corte obtenido. Dada la escasez de 
ganglios en muchas de las muestras, se usó, además de anticuerpos anti- 




Cuantitativamente hablando, se estudiaron 14 esófagos del grupo control 
y otros 14 del grupo HDC. En cada uno se realizaron 6 cortes 
transversales, 2 a nivel proximal, 2 medio y 2 distales. Se completaron así 
84 mediciones del número de ganglios. Los 6 fetos restantes de cada 
grupo hasta completar el número de 20 citado en la página anterior, se 
usaron para comprobaciones técnicas y cortes longitudinales. 
De manera global, este número fue de 11,085±3,954 vs 2,515±4,105 
(Control vs nitrofen, p<0,0001) (Figura 60). Esta diferencia se mantuvo en 
los 3 niveles de medición del esófago, proximal, medio y distal (Figuras 61-
63). Los datos se muestran como promedio en las mediciones hechas con 
cada uno de los 3 anticuerpos.  
Dentro de cada grupo, la densidad de células o ganglios teñidos en cada 
nivel de corte, fue similar, sin que existieran diferencias entre los niveles 
proximal, medio y distal (Figuras 64 y 65).  
Por último, no encontramos diferencias en cuanto al número de ganglios 







































Figura 48: Dos cortes transversales proximal (A) y distal (B) de un esófago de un animal 
del grupo Control teñidos mediante técnica inmunohistoquímica con anticuerpo anti S-
100 y contrateñidos con hematoxilina. Se muestran el tejido nervioso teñido en marrón 
oscuro, señalados los ganglios del plexo mientérico (flechas) y los nervios extrínsecos 























































Figura 49: Cortes pertenecientes a esófago medio de un animal del grupo HDC. Técnica 
inmunohistoquímica anti S-100. Mientras que en la imagen superior (A) el esófago 
presenta al menos 4 áreas con tinción positiva, en el inferior (B) apenas hay 1. Los 
nervios vagos y los bronquios sirven en este caso como control positivo de tinción. 








































Figura 50: Un nuevo ejemplo de un esófago del grupo Control teñido en esta ocasión con 
anticuerpo anti Enolasa. Los ganglios del plexo mientérico son claramente visibles, 






















































Figura 51: Imágenes de un mismo esófago de un animal del grupo HDC a dos niveles 
distintos. Técnica inmunohistoquímica anti Enolasa. Tanto en la imagen A como en la B 
se observa tinción de fondo sin tinción positiva para ganglios o cuerpos neuronales. 























































Figura 52: Composición de 3 imágenes de un mismo esófago Control y mostradas de 
proximal a distal de arriba abajo. Técnica inmunohistoquímica anti S-100. De nuevo el 
plexo mientérico es claramente visible y no hay diferencias en función del nivel del corte. 





















































Figura 53: Tres cortes del esófago de un animal del grupo HDC. Técnica 
inmunohistoquímica anti neurofilamento. En los 2 primeros se aprecian 2 áreas teñidas 
débilmente positivas (flecha), mientras que en el último (inferior) no hay ninguna. En la 
figura central un nervio extrínseco (punta de flecha) sirve como control de tinción. 






Figura 54: Dos cortes transversales esofágicos distales de un animal Control. Técnica inmunohistoquímica con anti S-100. Se muestran 





























Figura 55: Otros 2 cortes de un animal del grupo HDC. Técnica inmunohistoquímica anti S-100. De nuevo se muestra la escasez de áreas 



































Figura 56: Dos imágenes de un mismo esófago Control teñidas con anticuerpos anti 
Enolasa (A) y anti S-100 (B). Se muestran para ilustrar la similitud de hallazgos con las 2 

































Figura 57: Composición similar a la de la figura anterior ahora en 2 animales del grupo 
HDC y teñidas con anticuerpos anti Enolasa (A) y anti S-100 (B). Se muestran para 
ilustrar la similitud de hallazgos con las 2 técnicas. Se puede apreciar la mayor tinción 








































Figura 58: Composición de 2 imágenes de sendos animales Control y nitrofen. 
Inmunohistoquímica anti Enolasa. La diferencia de áreas teñidas positivas es evidente. 































Figura 59: Composición de 2 imágenes de sendos animales Control y Nitrofen. 
Inmunohistoquímica anti s-100. De nuevo la diferencia de áreas teñidas positivas es 
evidente. En la imagen del animal del grupo HDC aparece a la derecha la tráquea teñida. 



















































































Control   HDC 
p<0,0001
#
Figura 60: Número global de áreas (ganglios o 
células aisladas) teñidas con enolasa, S-100 o 
anti-NF en los cortes histológicos del los esófagos
de los grupos experimentales. 
Figura 61: Número de áreas teñidas teñidas 
con enolasa, S-100 o anti-NF en los cortes 
histológicos proximales del los esófagos de los
grupos experimentales. 
Figura 62: Número de áreas teñidas teñidas con
enolasa, S-100 o anti-NF en los cortes 
histológicos medios del los esófagos de los 
grupos experimentales. 
Figura 63: Número de áreas teñidas teñidas con 
enolasa, S-100 o anti-NF en los cortes 


















Figura 64: Número de áreas (ganglios o células aisladas) teñidas con enolasa, S-100 o 
















Figura 65: Número de áreas (ganglios o células aisladas) teñidas con enolasa, S-100 o 






























3.- INERVACION ESOFAGICA INTRINSECA. ESTUDIO 
HISTOQUIMICO EN ESÓFAGOS COMPLETOS O “WHOLE MOUNT”. 
 
3.1.- OBTENCIÓN DE LOS EMBRIONES Y SUJETOS DEL ESTUDIO:  
En este estudio se incluyeron 10 fetos del grupo Control y otros 10 del 
grupo HDC, escogidos de manera aleatoria de las madres gestantes de 
cada uno de los 2 grupos. Se procedió a la técnica de tinción completa del 
esófago usando para ello, según lo descrito en el apartado Material y 
Métodos, microscopio de trabajo y material de microcirugía.  
3.2.- DESCRIPCIÓN DE LOS HALLAZGOS (Figuras 66 a 71):  
De nuevo, tal como ocurría en el estudio inmunohistoquímico, el plexo 
mientérico de los animales del grupo Control presentaba características 
consideradas como normales desde el punto de vista anatomopatológico.   
Como puede observarse en las Figuras correspondientes al grupo Control, 
el plexo mientérico esofágico forma una tupida red neuronal cuyos nexos 
de unión son ganglios repletos de cuerpos celulares. Dichos ganglios se 
interconectan entre sí por multitud de redes que se encargan, 
presumiblemente, de transmitir los estímulos nerviosos a lo largo del 
esófago.  
La disección de los esófagos de los animales del grupo HDC resultó más 
difícil. El tejido se mostró mucho más friable y de manipulación 
técnicamente más complicada, por lo que el tiempo empleado en su 
preparación fue siempre mayor. Una vez teñido, el plexo mientérico de 
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estos animales presentaba alteraciones muy evidentes en la morfología, tal 
y como aparece en las Figuras 68, 69 y 71. Subjetivamente, la red 
neuronal tejida era mucho menos compleja y abigarrada, con menor 
número de conexiones y con menor contenido neuronal. Además los 
ganglios aparecían más pequeños, peor definidos y con, aparentemente, 




Figura 66: Detalle de un esófago del grupo Control teñido mediante técnica de whole-
mount con Acetil-colinesterasa. Se aprecian claramente los ganglios y la red neuronal que 
forman en el plexo mientérico del esófago. La línea longitudinal que cruza de arriba abajo 
por el centro de la imagen corresponde a un vaso sanguíneo del exterior del esófago. 
Magnificación original x100 
 
Figura 67: Detalle de otro esófago del grupo Control teñido mediante técnica de whole-


























Figura 68: Detalle de un esófago del grupo HDC teñido mediante técnica de whole-mount 
con Acetil-colinesterasa. Respecto a las figuras de las 2 páginas anteriores se aprecia un 

























Figura 69: Otro ejemplo de tinción con acetil-colinesterasa en un esófago del grupo HDC. 
De nuevo se aprecia una menor complejidad de la red neuronal del plexo mientérico y 






Figura 70: Plexo mientérico de un animal del grupo Control a 200 aumentos. Se pueden apreciar fácilmente los ganglios, las 


































Figura 71: Plexo mientérico de un animal del grupo HDC a 200 aumentos. Comparándola con la anterior, se aprecia una 





3.2.1.- Número de ganglios por campo de gran aumento:  
La estimación semicuantitativa de la inervación intrínseca estudiada 
mediante esta tinción se realizó digitalizando la imagen y usando un 
programa de análisis según lo expuesto en el apartado Material y 
Métodos. La primera de las variables analizadas fue el número de 
ganglios por campo de gran aumento (estandarizado a 200 aumentos 
para todas las muestras). Se consideraron como “ganglios” a aquellas 
agrupaciones celulares con 2 ó más neuronas, siempre que éstas 
aparecieran claramente teñidas.  
En los animales del grupo Control el número de ganglios por campo de 
gran aumento fue de 35,16±6,57 mientras que en el grupo HDC fue de 
29,29±10,26 (p<0,05) (Figura 72). 
 
3.2.2.- Número de células por ganglio: 
Cuando la técnica lo hizo posible, se cuantificaron manualmente el 
número de células teñidas en cada ganglio. En el grupo Control este 
valor fue de 11,85±3,52 mientras que el grupo HDC fue de 2,28±4,61 





3.2.3.- Área ganglionar relativa: 
Para analizar cuánta área relativa ocupaba el tejido neuronal dentro de 
cada esófago, se cuantificó en cada campo de gran aumento el área 
global de los ganglios sumando el área individual de cada uno de ellos. 
Para evitar sesgos relativos al tamaño del animal, el valor obtenido se 
dividió entre el área global del esófago en ese mismo campo. Se obtuvo 
así el valor relativo de la cantidad de tejido nervioso presente en cada 
segmento esofágico. 
En el grupo Control este valor fue de 0,35±0,32 mientras que en el 
grupo HDC fue solamente de 0,18±0,42 (p<0,0001) (Figura 74). 
 
3.2.4.- Análisis de los datos en las diferentes regiones esofágicas: 
No existieron diferencias estadísticamente significativas dentro de cada 
grupo cuando se analizaron por separado las áreas proximal, media o 














































Control    HDC 
Figura 72: Número de ganglios por campo de gran 
aumento (x200) en los dos grupos experimentales. 
Figura 73: Número de neuronas teñidas en cada ganglio 
en los 2 grupos experimentales. 


































Este trabajo demuestra que los fetos de rata con HDC causada por 
Nitrofen sufren una afectación severa de la inervación esofágica, tanto 
extrínseca como intrínseca. Al igual que ocurre con otras muchas 
malformaciones asociadas en este modelo, el mecanismo que origina esta 
alteración podría ser una disregulación de la morfogénesis dependiente de 
la cresta neural. Al mismo tiempo, si se demuestra que los pacientes 
humanos con HDC también portan esta alteración (como ha ocurrido ya 
con otras), se habría encontrado una explicación de parte de las 
manifestaciones digestivas altas de la hernia diafragmática. A 
continuación analizaremos todos estos datos a la luz de la literatura 
médica existente.  
1.- LA CRESTA NEURAL Y LA ATRESIA DE ESOFAGO 
Como hemos explicado en la introducción, la CN es una estructura 
embrionaria efímera caracterizada por la pluripotencialidad de sus 
células, que además poseen una capacidad migratoria peculiar. De este 
tejido derivan tanto huesos como músculos, órganos endocrinos 
completos y tejido nervioso. Su papel es fundamental en el desarrollo de 
los organismos craneados y las alteraciones a las que conduce su 
desregulación son múltiples.  
La pequeña historia de por qué nuestro grupo comenzó a investigar sobre 
la CN comenzó en el año 1999. Curiosamente, la pista no la dio el modelo 
de HDC sino el de atresia de esófago inducida con Adriamicina. Para 
comprender mejor la motivación de esta tesis doctoral creo necesario 
recordar cuáles fueron los orígenes de esta línea de investigación que, 
involucrando a la CN, emparenta a dos malformaciones congénitas en un 




1.1.- HALLAZGOS MORFOLÓGIC0S: 
El análisis de las series clínicas de AE y sus malformaciones asociadas, 
junto a nuestra propia experiencia, muestran sin lugar a dudas que esta 
enfermedad es un complejo malformativo en el que el número y la 
naturaleza de diversos defectos conforman un espectro variable, diferente 
en número y gravedad en cada paciente. Es obvio que algunos de estos 
defectos tienen una importancia clínica menor, por lo que a veces son 
infradiagnosticados o no tenidos en cuenta. Sin embargo, cuando son 
buscados de forma activa nos ofrecen una información patogénica de gran 
valor. La propia serie de pacientes con AE del Hospital Infantil La Paz 
recogida de 1965 a 1989 muestra una incidencia de defectos esqueléticos 
del 50% o de cardiopatías del 30%329, trabajo que representa el origen de 
nuestras indagaciones sobre la CN.  
 
Varios de nuestros pacientes presentaban además defectos craneofaciales 
(asociación CHARGE, fisura palatina o labio leporino, síndrome de 
Goldenhar o de Treacher-Collins y otras patologías de los arcos 
branquiales). Los defectos de línea media junto a alguna anomalía 
respiratoria revelan una disfunción del sistema nervioso autonómico que 
algunos autores interpretan como sugestivo de neurocristopatía330-333, 
hecho original que nos dirigió a nuestro grupo y a otros a investigar todas 
estas malformaciones también en el ámbito experimental307,329. 
 
No hay mucha información respecto a malformaciones de las glándulas 
endocrinas en los pacientes con AE, pero en nuestra serie y otras 334 
encontramos algunos casos de síndrome de DiGeorge (anomalías faciales, 
defectos cardiacos conotruncales y ausencia de timo y paratiroides). 
Igualmente el modelo murino de AE muestra cómo los fetos descendientes 
de madres expuestas a adriamicina durante la gestación tienen una alta 
proporción de ausencia, hipoplasia o ectopia tímica y paratiroidea275, así 
como una disminución en el número de células C tiroideas335. Este último 
hallazgo experimental debe tener su contrapartida en el humano, tal y 
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como se deduce de trabajos que encuentran una disminución en el 
número de estas células en pacientes con síndrome de DiGeorge (algunos 
con AE asociada) 336 o defectos conotruncales337 como los que 
frecuentemente presentan los enfermos con AE. En ambos casos los 




Más fascinante aún es el hallazgo de cardiopatías congénitas 
conotruncales en pacientes con AE. En nuestra propia serie 71 de 195 
pacientes presentaban anomalías cardiacas mayoritariamente 
relacionadas con la CN tales como truncus arterioso, estrechez del tracto 
de salida pulmonar, ventrículo derecho de doble salida, tetralogía de 
Fallot, trasposición de grandes vasos, etc.338, defectos que frecuentemente 
asociaban malformaciones de los grandes vasos. Otras series describen los 
mismos defectos, evocando de nuevo una participación patogénica de la 
CN en la AE333.De nuevo el modelo experimental coincide con la clínica 




La inervación esofágica ha sido otro de las estructuras neurocristales 
investigadas en la AE, inicialmente dirigida a clarificar la hipoperistalsis y 
la alta incidencia de RGE. En la disección de pacientes no operados con 
AE Davies encontró que la anatomía del vago y los recurrentes laríngeos, 
ambos de origen neurocristal, era anormal319, como también lo es la 
inervación traqueal339.  Los mismos hallazgos están, de nuevo, descritos 
en el modelo experimental, donde tanto la inervación esofágica 






1.2.- EVIDENCIA GENÉTICA:  
 
Los puntos de unión de la HDC y la AE también están presentes en los 
mecanismos moleculares responsables de estas malformaciones. Existen 
evidencias para Sonic Hedgehog, para genes Hox y para el ácido retinoico 
y sus receptores. A continuación analizamos brevemente algunas de estas 
pruebas, que si se cotejan con las incluidas en la Introducción, arrojan luz 
sobre la patogenia común de estas dos entidades.  
 
En humanos con AE la expresión de Shh estaba presente en el bolsón 
proximal pero ausente en la fístula traqueo-esofágica, mientras que los 
factores Gli se expresaban en ambos277. Al mismo tiempo estudios en 
explantes de esófagos en ratones tratados con adriamicina muestran que 
una alteración en la señal de Shh es el mecanismo responsable de la 
formación de la fístula278. Además los ratones mutantes para Shh y las 
proteínas Gli tienen malformaciones traqueoesofágicas y varios 
componentes de la asociación VACTERL306. Además la adriamicina inhibe 
la expresión de Shh en el intestino anterior279.  
  
Hoxa5 es necesario para el desarrollo pulmonar, por lo que probablemente 
esté involucrado en la patogenia de la AE. De hecho los dobles mutantes 
para este gen presentan estenosis traqueal severa y malformaciones de los 
cartílagos respiratorios292 similares a las encontradas en el modelo 
experimental de AE177,198 y en humanos con la misma patología310,311 
 
En lo que respecta a la vía del ácido retinoico (AR) y sus receptores (RAR), 
es conocido que los mutantes compuestos para más de un receptor de las 
familias α, β y γ reproducen el fenotipo resultante de un déficit de vitamina 
A junto a otras malformaciones. Algunos de ellos presentan, de hecho, 
una hendidura traqueoesofágica común tapizada por un epitelio ciliar 
similar al encontrado en los embriones de roedores tratados con 
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adriamicina, así como alteraciones renales, en los miembros y en el polo 
caudal que asemejan el fenotipo de la asociación VACTERL322,327. 
 
2.- LA CN Y LA HDC EXPERIMENTAL  
El camino abierto por la hipótesis de una alteración de las células de la 
CN como origen de la AE inducida por Adriamicina, nos llevó a 
preguntarnos qué pasaba en el caso de la HDC. Disponíamos ya de los dos 
modelos experimentales completamente protocolizados y, de una manera 
intuitiva y casi casual, habíamos comprobado que tanto en la rata como 
en los humanos, las malformaciones acompañantes eran muy similares 
entre sí.  
El Nitrofen, en efecto, produce no sólo el defecto diafragmático sino 
también cardiopatías congénitas como ventrículo derecho de doble salida, 
trasposición de grandes vasos o comunicación interventricular343,344. En 
1984 Iritani publicó su clásico trabajo sobre la embriología de la HDC, 
demostrando en él que el herbicida causaba la hernia y también la 
hipoplasia pulmonar, sugiriendo incluso que esta última contribuía a la 
formación de la primera y no al contrario21. Un poco más tarde el modelo 
experimental fue perfeccionado345,346 y a partir de ahí son numerosísimos 
los estudios que han permitido estudiar con detalle la enfermedad. Tras 
unos años iniciales centrados en las alteraciones pulmonares73,179,347-349, 
pronto se pasó al estudio de las malformaciones que acompañaban al 
defecto diafragmático y a la hipoplasia pulmonar, tales como renales199,350, 
las intestinales181, cardiacas14,196,273,274, traqueobronquiales198, 





2.1.- EL MECANISMO DE ACCIÓN DEL NITROFEN:  
El mecanismo de acción del Nitrofen no es conocido. Inicialmente, y 
debido a las semejanzas estructurales entre la composición química del 
Nitrofen y las hormonas tiroideas, se abrió una vía de investigación que 
involucraba a éstas en la patogenia de la HDC351,352.   
De estos primeros estudios también se logró saber que la hipoplasia 
pulmonar que acompaña al defecto diafragmático, no es tan solo causada 
por la compresión de las vísceras abdominales, sino también un defecto 
primario del propio tejido pulmonar. Esta teoría, conocida como de 
“doble impacto” asume que el herbicida causa su daño no sólo en la 
organogénesis diafragmática sino también en el desarrollo pulmonar 353.  
Desde entonces han sido muchos los trabajos que han estudiado los 
mecanismos moleculares implicados en la cascada organogenética 
responsable del espectro malformativo, en parte también desde nuestro 
grupo de investigación313,352,354-358, pues la organogénesis pulmonar es 
un campo mucho más estudiado que la puramente diafragmática359. Los 
estudios iniciales de los mecanismos moleculares implicados 
involucraron al factor de trascripción tiroideo TTF-1 y a los genes 
responsables de la síntesis de las proteínas del surfactante A y B (SP-A y 
SP-B) 192,351,352. 
Hoy parece cada vez más claro que en la etiopatogenia de la 
malformación interviene, de una manera predominante, la vía del Ácido 
Retinoico y sus derivados. Se sabe que un déficit gestacional de vitamina 
A en roedores puede causar HDC320. En fetos con HDC se ha demostrado 
un déficit de retinol (metabolito de la vitamina A) y de su proteína 
transportadora321. Al mismo tiempo, la adición a la dieta de vitamina A 
disminuye la incidencia de HDC en los fetos de madres gestantes 
expuestas184,185. Adicionalmente, ratones mutantes para los receptores 
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del ácido retinoico (RAR-/-) presentan múltiples anomalías incluida 
HDC327. Aunque el mecanismo de acción no es conocido, la hipótesis más 
plausible es que la vitamina A o sus derivados actúen como 
antioxidantes capaces de neutralizar los radicales libres y de estabilizar 
los radicales peróxido. De hecho se cree que el Nitrofen actuaría 
inactivando las deshidrogenasas que intervienen en la formación del 
ácido retinoico dentro del citoplasma324. 
La hipótesis oxidativa como mecanismo de acción del Nitrofen, está 
también sustentada por otros hallazgos, como el efecto beneficioso de la 
vitamina E (otro potente antioxidante) en los fetos expuestos al 
herbicida53.  Nuestro grupo de investigación, además, ha demostrado los 
mismos efectos con las vitaminas antioxidantes A y C tanto en estudios in 
vitro como in vivo54-56,195,360. Estos trabajos son herederos de los que en los 
años 80 y 90 del pasado siglo analizaban el efecto de la administración 
prenatal de corticoides (uso extendido en clínica humana) en las 
malformaciones experimentales causadas por el Nitrofen en el 
pulmón44,48,190,361,362 o en el corazón49.  
 
2.2.- EL NITROFEN Y LA CRESTA NEURAL:  
Como hemos venido diciendo, una de las estructuras más 
verosímilmente implicadas como diana en la acción del Nitrofen es la CN. 
En efecto, muchas de las malformaciones asociadas al defecto 
diafragmático en el humano y en el modelo experimental, son en 
estructuras derivadas de ella. Los ejemplos más evidentes lo constituyen 
las alteraciones del corazón y los grandes vasos273, de las estructuras 
cervicales derivadas de los arcos branquiales201,265 y de los huesos del 
cráneo y la cara200. Síndromes asociados a HDC como el síndrome de 
Fryns, son catalogados hoy como verdaderas neurocristopatías262. 
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Además, la migración de las células de la CN depende en gran parte de la 
acción correcta de la cascada de los retinoides363-365, que como hemos 
visto en el párrafo anterior, se encuentra alterada en este modelo 
experimental y en la malformación humana. 
Y no se debe perder de vista que tanto en este modelo como en el de AE, 
algunas de las malformaciones encontradas inicialmente en los roedores 
han tenido luego su correspondiente confirmación en estudios en tejido 
humano.  
En este contexto se enmarca el estudio de la inervación esofágica de los 
embriones de rata con HDC. El SNE deriva enteramente de las células de 
la CN366. Los nervios vagos y sus correspondientes recurrentes laríngeos 
son también derivados de la CN367-369. La función de la inervación vagal 
en el intestino es superponible y complementaria a la del plexo que forma 
el SNE, controlando tanto la motilidad del tubo digestivo, como la 
absorción de nutrientes, el trasporte de sustancias a través de su pared o 
la secreción de hormonas exocrinas 370. Si existiera una evidencia clínica 
de malfunción esofágica en la HDC, estaría más que justificada su 
indagación en el modelo experimental.  
En el apartado siguiente analizamos este hecho, es decir, la presencia de 
alteraciones funcionales o anatómicas en el esófago de los pacientes 
humanos con HDC. Como veremos a continuación se trata de un 
hallazgo frecuente y de gran importancia en la HDC, pero bajo nuestro 





3.- EL RGE COMO PROBLEMA EN LA HDC: 
Al contrario de lo que ocurre en la AE, en la que tanto la incidencia como 
la fisiopatología del RGE están muy estudiadas, en la HDC existen aún 
muchas cuestiones por responder. En efecto ya en 1974 existen trabajos 
que alarman sobre la alta incidencia de reflujo en la AE, así como sobre su 
asociación a las estenosis anastomóticas recidivantes y la necesidad de su 
investigación y seguimiento con pH-metría, manometría y estudios 
radiológicos371-373.  
Llama la atención por tanto que no sea hasta bien entrada la década de 
los 90 cuando se empieza a estudiar con profundidad la importancia del 
RGE en la HDC. La causa no es ajena al mal pronóstico de estos 
pacientes. No es raro que la mayoría de las publicaciones hasta entonces 
se centrasen en las complicaciones respiratorias después de la cirugía, y 
las pocas referencias de seguimientos a medio o largo plazo de alguna 
serie de pacientes tan solo hablan de función respiratoria133,374.  
La primera referencia sobre la alta incidencia de reflujo en la HDC 
proviene de un estudio de la Universidad de California centrado en la 
influencia del uso de parche protésico en el pronóstico de estos pacientes 
y publicado en 1992375. De los 12 casos incluidos, 5 sobrevivieron, de los 
que 2 requirieron cirugía antirreflujo, incidencia similar a la descrita el 
mismo año por otros autores376.  
Un año más tarde se alarma sobre la alta incidencia de RGE en la HDC. 
En un estudio de la Universidad de Rotterdam149, 17 de los 31 pacientes 
con HDC sobrevivientes presentaron RGE patológico. Esta incidencia es 
aún mayor en el trabajo de Van Meurs et al138, en el que se describe una 
progresiva disminución de los síntomas de reflujo hasta su total 
desaparición durante el segundo año de vida. A partir de aquí existen 
múltiples estudios en series más o menos largas de pacientes 
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supervivientes que estudian la necesidad de operación antirreflujo156,  
asociando o no piloroplastia por una supuesta dismotilidad gástrica 154 y 
describiendo diversos factores de riesgo, tales como la posición 
intratorácica del estómago o el diagnóstico prenatal de la malformación, 
para sufrir RGE153. 
Estos y otros trabajos155 centran su estudio en pacientes graves 
(generalmente en aquellos que requirieron ECMO) y tan solo durante el 
primer año de vida. La mayoría de los autores señalan la elevada 
incidencia de RGE (que alcanza hasta el 89% en los pacientes más 
graves138), la necesidad de alimentación con sonda y el déficit nutricional, 
que afecta también a una elevada proporción de niños con HDC. En otro 
trabajo137, se advierte sobre la aversión a tragar de estos niños, la 
imposibilidad de alimentar por boca y, por tanto, la necesidad de 
gastrostomía hasta en un tercio de los pacientes para poder cubrir las 
necesidades calóricas. Además el RGE severo condicionó en la experiencia 
de estos autores a realizar una operación de Nissen en el 21% de los 
casos.  
En 1996 se publican los primeros estudios a largo plazo con datos sobre el 
seguimiento de grandes series de pacientes con HDC145,155. Resulta 
particularmente interesante el del grupo de Helsinki, Finlandia155; en él 
los autores relatan cómo durante el periodo postoperatorio precoz, tan 
solo el 18% de los pacientes presentaron síntomas de RGE, porcentaje que 
en la vida adulta subía al 63%, presentando además el 54% de ellos 
esofagitis o esófago de Barrett en la endoscopia digestiva. 
En suma, el problema del RGE en la HDC está bien reconocido. La 
mayoría de los autores coinciden en que es universal, que afecta a la 
mayor parte de los pacientes y que su etiología no está del todo aclarada. 
Además de factores diafragmáticos como la plicatura, el déficit de 
motilidad o la necesidad de material protésico para el cierre del 
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defecto137,142,153, se señalan también como factores predictivos elementos 
anatómicos embrionarios tales como la posición intratorácica del 
estómago o una anatomía anormal de la unión esófago gástrica153. El 
problema es de tal magnitud, que en ocasiones se propone la realización 
de una operación antirreflujo al tiempo de la reparación de la hernia en 
pacientes con agenesia diafragmática completa142.  
Parece evidente por tanto que en la HDC existen factores asociados que 
pueden explicar la alta incidencia de RGE. Uno de esos factores podría 
estar en una anomalía anatómica o funcional del esófago. Como es bien 
sabido, una alteración en la motilidad esofágica puede explicar una gran 
parte de los casos de reflujo. De hecho, algunos trabajos publicados hasta 
la fecha describen alteraciones del esófago en los pacientes con HDC.  
 
4.- LAS ALTERACIONES ESOFAGICAS EN LA HDC:  
A finales de la década de los 80 Stolar et al publicaron la primera 
observación de una alteración esofágica asociada a la HDC150 en forma de 
una dilatación esofágica severa en 14 pacientes con HDC, hecho que tan 
solo había sido descrito de manera anecdótica en una ocasión hasta esa 
fecha377. En los 12 pacientes que sobrevivieron los autores encontraron 
RGE, dificultad para la alimentación y escasa ganancia ponderal, 
respondiendo todos a medidas terapéuticas conservadoras.  
Dos años más tarde, los mismos autores publican un artículo más extenso 
en el que analizan 17 pacientes con el mismo hallazgo151. En esta ocasión 
demuestran RGE severo en todos ellos, analizado tanto mediante tránsito 
digestivo superior como con pH-metría, que en el 70% de los casos 
mostraba dificultad de aclaramiento esofágico. Esta teórica hipoperistalsis 
esofágica podría explicar la falta de ganancia pondero estatural y los 
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síntomas de reflujo persistentes que aquejan estos pacientes. Otro 
hallazgo llamativo es la presencia de polihidramnios en 13 de los casos, 
explicado hipotéticamente por una motilidad gástrica disminuida a causa 
de la herniación visceral intratorácica. Aunque especulan sobre la 
disfunción del esófago, los autores se centran en los factores anatómicos 
que podrían explicar estos hallazgos, en concreto el ángulo inusualmente 
agudo que la unión gastroesofágica presenta cuando el estómago se 
introduce en el tórax a través del orificio herniario.  
A partir de aquí, otros autores comunican hallazgos similares, que 
alcanzan hasta al 40% de los pacientes con HDC en la serie de la 
Universidad de Stanford138. Sue et al 158 especulan también con factores 
anatómicos que podrían explicar el hallazgo de una dilatación esofágica 
igual a las descritas por Stolar, así como a una excepcional atresia de la 
unión esófago-gástrica asociada a una HDC. En el año 2001, una 
publicación de la Universidad de Ankara, Turquía, comunica un caso 
clínico similar en el que la imposibilidad de la alimentación oral o por 
sonda obligó a mantener al paciente alimentado mediante yeyunostomía 
durante 12 meses157. De nuevo los autores proponen algunos factores 
anatómicos que justifiquen la dilatación del esófago, en concreto la 
imposibilidad de deglución del feto debido a una alteración de la unión 
esofago-gástrica, hecho que además explicaría también el polihidramnios 
presente en los pacientes con HDC. El mismo año Makhoul et al160 
publican la última referencia al respecto, en este caso una dilatación 
esofágica en un recién nacido con HDC, hallazgo que, sorprendentemente, 
desapareció en apenas 15 días.  
Todos estos casos clínicos y otros de nuestra serie (Figura 4) demuestran 
que la dilatación del esófago en los pacientes con HDC no es excepcional. 
Es probable que, además, este hecho esté infradiagnosticado por la 
dificultad de interpretar las imágenes radiográficas superpuestas. El 
culpar a factores anatómicos de este hallazgo no deja de ser sorprendente, 
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pues cabría esperar que todos los pacientes con HDC la presentaran. Bajo 
nuestro punto de vista, podrían ser factores funcionales (tales como la 
hipoperistalsis) los que, influenciados también por la dificutad de paso a 
través de la unión cardial, expliquen la dilatación del esófago. 
Sin embargo existen muy pocos trabajos que analicen la función esofágica 
en los enfermos con HDC. Jolley et al161 estudian la función esofágica 
mediante pH-metría en un grupo amplio de pacientes con malrotación 
intestinal, incluidos 13 con HDC. Los autores tan solo comunican una 
incidencia muy alta de RGE en estos niños (69%), aunque dado que el 
estudio no aporta datos epidemiológicos de ellos, las conclusiones que 
pueden sacarse de él son muy limitadas. Por otro lado, en un reducido 
número de pacientes austriacos con HDC, se analizan 6 casos de 
manometría esofágica, siendo todos ellos diagnosticados de RGE severo 
sin que los autores den más información al respecto152.  
Una aproximación experimental a las causas de la alta incidencia de 
reflujo en estos pacientes fue proporcionada por nuestro grupo en el año 
1997159. Tras crear una eventración diafragmática cortando el nervio 
frénico, los investigadores midieron mediante manometría estacionaria las 
presiones esofágica, abdominal y diafragmática plicando o no el diafragma 
eventrado. Esta plicatura ocasionaba un aumento del gradiente de presión 
inspiratorio transdiafragmático al aumentar la presión intratorácica 
espiratoria y espiratoria. Al mismo tiempo, el RGE se veía además 
favorecido por una disminución en la presión del esfínter esofágico 
inferior. Aunque es convincente en sus hallazgos y conclusiones, la 
principal limitación del estudio es el modelo utilizado, pues no 
corresponde a una HDC sino a una eventración diafragmática. No 
obstante, las alteraciones anatómicas diafragmáticas en los pacientes con 
hernia contribuyen, muy probablemente, a la alta incidencia de RGE 
observada, tal y como constatan algunos estudios en clínica que observan 
la motilidad diafragmática en los pacientes con hernia152.  
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Las causas de esta dilatación, por tanto, podrían buscarse en alteraciones 
en la motilidad del esófago. Como es sabido, esta capacidad propulsora 
reside tanto en la capa muscular digestiva como en el estímulo nervioso 
que la contrae o la relaja. Las contracciones secuenciales del esófago 
propulsan así el bolo alimenticio o la saliva, empujando el contenido hacia 
la cámara gástrica independientemente de la postura corporal. Una 
malformación en los aferentes vagales esofágicos o en las neuronas que 
forman el plexo mientérico, podría explicar una disfunción en la capacidad 
de deglución del niño, una alteración en la motilidad del esófago, una 
capacidad de aclaramiento del ácido disminuida y una mayor incidencia 
de RGE. Y esto, en suma, constituye la justificación de esta Tesis 
Doctoral, en la que pretendemos indagar en la anatomía de la inervación 
esofágica en el modelo experimental de HDC.  
Analizamos de ahora en adelante y a la luz de todo lo expuesto hasta aquí, 
cómo nuestros hallazgos contribuyen a responder a esta hipótesis.  
 
5.- LAS ALTERACIONES VAGALES EN LA HDC 
5.1.- UNA EVIDENCIA MÁS DE LA MALFORMACIÓN NEUROCRISTAL: 
Como hemos señalado más arriba, el sistema nervioso autónomo deriva 
enteramente de la CN301. Las células simpáticas y parasimpáticas, así 
como los ganglios y los nervios vagos derivan de la conocida como CN 
Vagal368, una porción de esta estructura comprendida entre el núcleo ótico 
y el somito número 7 del embrión, y que es además el origen de otros 
derivados ectomesenquimales tales como el tracto de salida cardiaco, el 




Nuestros datos confirman la hipótesis de una disrupción de la CN como 
origen de las malformaciones derivadas de la administración de Nitrofen a 
una rata gestante. La mayoría de los animales estudiados presentaron 
malformaciones severas y llamativas de los nervios vagos y los recurrentes 
laríngeos.  
Adicionalmente alguno de los fetos mostraba otras anomalías ya descritas 
en este modelo, tal y como ocurre por ejemplo con la arteria subclavia 
derecha aberrante, que presentaron 3 animales.  
Nuestro trabajo es el primero en objetivar alteraciones en la inervación 
esofágica en los fetos con HDC inducida con Nitrofen. Además de ofrecer 
nuevos argumentos a favor de la etiología neurocristal de esta 
malformación inducida, podría explicar algunos casos de RGE en el 
humano con HDC si, como ha ocurrido con otros hallazgos, esta 
malformación esofágica también se termina demostrando en el niño.  
 
5.2.- UTILIDAD DE LA RECONSTRUCCIÓN TRIDIMENSIONAL EN EL 
ESTUDIO: 
En investigación biomédica las reconstrucciones tridimensionales se 
realizan con la finalidad de comprender y analizar fenómenos morfológicos 
y funcionales complejos. De esta manera no sólo las estructuras 
anatómicas sino también procesos como la distinta expresión génica en el 
tiempo y el espacio o la proliferación celular, son mejor comprendidos si se 




Los avances en los medios informáticos y de proceso y manipulación de 
imágenes, hacen posible la reconstrucción de estructuras en 3D a partir 
de múltiples secciones paralelas bidimensionales. Los ejemplos en clínica 
son múltiples, pues sus aplicaciones en el diagnóstico de imagen son hoy 
rutinarias. En investigación su uso crea representaciones en 3D que 
permiten una comparación detallada de las estructuras y un análisis real 
de distintos fenómenos funcionales384. 
En nuestro caso la representación de la anatomía intratorácica del 
embrión de rata, supuso una oportunidad para poder visualizar los 
cambios intratorácicos inducidos con el Nitrofen.  
La representación en 3D con ayuda de un software específico ha permitido 
no sólo una correcta visualización de las estructuras y sus interrelaciones, 
sino también una adecuada comparación entre grupos y una inmejorable 
calidad en la comunicación de los resultados desde el punto de vista 
docente.  
 
5.3.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO DE LA INERVACIÓN ESOFÁGICA 
EXTRÍNSECA: 
La primera limitación de estos hallazgos deriva de la dificultad de 
trasladar a la entidad humana las anomalías de los roedores con HDC. 
Aunque de los datos expuestos hasta aquí se deduce que los espectros 
malformativos en el niño y en los roedores son los mismos, y que el 
mecanismo etiopatogénico que los causa es superponible, siempre es 




La segunda limitación deriva del carácter puramente descriptivo de este 
estudio. Pueden suponerse anomalías de los nervios vagos en los 
pacientes con hernia diafragmática, pero tendrán que plantearse estudios 
en necropsias para poder demostrarlas.  
Por otro lado, parece evidente que, para explicar que el RGE está 
relacionado con las alteraciones vagales, serían necesarios estudios de 
función esofágica. Aunque hay datos en clínica humana que hablan de 
malformaciones funcionales del esófago en la HDC161, y algunos estudios 
experimentales tratan de explicar la fisiopatología del RGE en la HDC159, 
no existe evidencia alguna de alteraciones en la motilidad del esófago en el 
modelo experimental de HDC.  
Una elección de este estudio que debe comentarse en este apartado es el 
hecho que supone descartar a los fetos que no presentan la malformación 
aunque hayan estado expuestos al Nitrofen. Esto, que puede ser 
interpretado como una limitación más del trabajo, está justificado. En los 
primeros trabajos descriptivos tanto de nuestro grupo como de muchos 
otros, se incluía sistemáticamente un grupo experimental compuesto por 
estos fetos tratados pero sin hernia14,73,385. De la revisión de la literatura 
médica y de nuestra experiencia particular, es fácil comprobar cómo estos 
animales presentan alteraciones que están a medio camino entre los 
controles y los que sí tienen la HDC. Este hecho, unido al afán 
comprensible de establecer paralelismos entre el modelo animal y la 





6.- LAS ALTERACIONES EN EL PLEXO MIENTERICO EN LA HDC: 
6.1.- TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA EN CORTES TRANSVERSALES 
6.1.1.- Idoneidad de la técnica: 
El uso de la inmunohistoquímica ha permitido en las últimas décadas 
identificar estructuras anatómicas que, con las tinciones clásicas, no 
podían ponerse de manifiesto. Antes de su generalización, las técnicas 
basadas en tinciones argénticas u otras como la de Van Gieson o el azul 
de metileno eran las más extendidas para la identificación de neuronas y 
células gliales386. Afortunadamente el desarrollo de anticuerpos frente a 
multitud de proteínas, más o menos específicas, y su marcaje con un 
colorante, ha desarrollado de manera espectacular las posibilidades 
diagnósticas en el campo de la anatomía patológica387. En el caso concreto 
del tejido nervioso, la especificidad de muchas de las sustancias presentes 
en las neuronas o su tejido adyacente, hace que el marcaje mediante estas 
técnicas sea relativamente sencillo.  
Existen multitud de anticuerpos susceptibles de usarse en técnicas 
inmunohistoquímicas para el estudio del sistema nervioso entérico. De 
todos ellos probablemente el más conocido sea la enolasa 
neuroespecífica388. En nuestro trabajo obtuvimos imágenes fidedignas del 
tejido nervioso esofágico mediante su uso. 
Otros anticuerpos más específicos que la Enolasa son la Catepsina D, la 
Cromogranina A, la proteína S-100, el Neurofilamento, el Péptido 
Intestinal Vasoactivo, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina o 
la proteína PGP 9,5178,387,389. El uso de uno u otro en el ámbito 
experimental depende, además de su disponibilidad comercial y precio, de 
la especificidad con la que reacciona en el animal concreto. De todos ellos 
nosotros elegimos en primer lugar a la proteína S-100 y, cuando los 
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hallazgos con ella y con la Enolasa parecían evidentes, aún añadimos uno 
más (el neurofilamento) para confirmarlos.  
 
6.1.2.- Cuantificación de los hallazgos: 
¿Cómo establecer valores uniformes que permitan hacer comparaciones 
entre los hallazgos de los 2 grupos?. Es evidente que cualquier parámetro 
mensurable en cortes transversales del esófago choca, en primer lugar, 
con los problemas intrínsecos de la técnica, por lo que desechamos 
aquellos cortes con tinciones parciales, difuminadas o artefactadas. Y en 
segundo lugar con la limitación que impone el estudiar tan solo 6 cortes 
de cada esófago. En efecto, aunque el tejido nervioso está extendido por 
toda la pared esofágica, por efecto del azar puede darse que uno o los dos 
cortes de un área determinada presenten una cantidad de tejido nervioso 
anormalmente alta o baja con respecto al mismo esófago a otro nivel o a 
otro animal.  
Esta segunda limitación parece más poderosa, por lo que intentamos 
vencerla en primer lugar estudiando un número elevado de muestras y, en 
segundo, añadiendo al trabajo la tinción en bloque completo o whole 
mount que comentamos en el apartado siguiente.  
Dada la difícil cuantificación del número de células neurales, elegimos 
como patrón el número de áreas o ganglios teñidos por el anticuerpo en 
cada corte. Este valor, usado por otros investigadores previamente390 
permite la comparación numérica de los hallazgos, pues la tinción ofrece 
la posibilidad de cuantificar fácilmente la presencia de células aisladas o 
su acumulación en ganglios nerviosos. En la rata la presencia tan solo de 
plexo mientérico facilita la tarea del contaje, pues no existen artefactos ni 
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confusiones posibles con el plexo submucoso que sí encontramos en el ser 
humano.  
El hallazgo en los animales del grupo HDC de un menor número de 
ganglios o células nerviosas ese nivel no puede considerarse una sorpresa. 
A la luz de la literatura previa y después de varios años de trabajo de 
nuestro grupo de investigación, esperábamos que las células del SNE, 
derivadas de la cresta neural, mostraran alguna alteración tal y como 
previamente habíamos demostrado, por ejemplo, con las células 
parafoliculares del tiroides o con los órganos branquiales201,391. Sin 
embargo, necesitábamos comprobar en una extensión de tejido mayor 
cómo eran estos cambios, para evitar los posibles sesgos derivados de la 
técnica de tinción. Por ese motivo añadimos al trabajo el uso de la 
microdisección quirúrgica del plexo nervioso y su posterior tinción 
histoquímica con idea de confirmar estos primeros hallazgos. 
 
6.2.- TINCIÓN INMUNOQUÍMICA EN “WHOLE MOUNT”: 
6.2.1.- Idoneidad de la técnica: 
La técnica de tinción en tejido completo o whole mount se usa de forma 
rutinaria para el estudio de la inervación de diferentes tejidos desde el 
inicio de la microscopía. En el caso de la inervación del intestino o de sus 
estructuras adyacentes, la primera referencia moderna corresponde a un 
estudio del plexo nervioso de la vesícula biliar en el cerdo392, en el que se 
pone de manifiesto de manera gráfica la complejidad de la trama 
ganglionar y nerviosa de esta región anatómica.  
 
Desde entonces y especialmente desde la década de los 80 del siglo 
pasado, son innumerables los trabajos que estudian la morfología del 
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plexo mientérico intestinal en el ámbito experimental o en el humano. Por 
lo que respecta a la patología pediátrica, corresponde sin duda al grupo de 
Dublín, Irlanda, el haber popularizado el método para el estudio de las 
malformaciones nerviosas que acompañan a la enfermedad de 
Hirschsprung o a las displasias neuronales intestinales393-395. Las 
descripciones de la técnica de tinción en sus trabajos analizadas con el 
paso del tiempo, ponen de manifiesto un perfeccionamiento constante y 
unas posibilidades casi ilimitadas de estudio morfológico no sólo en el 
intestino sino también en otras partes del cuerpo . Sus trabajos han sido 
pioneros en líneas de investigación que continúan evaluando los 
trastornos neuronales en las enfermedades colorectales 398.  
 
Más cercano a nuestro trabajo se encuentra el estudio por parte de Qi 178 
en el esófago de ratas con atresia esofágica inducida con Adriamicina. La 
descripción de la técnica de manipulación del órgano no difiere a la 
utilizada por nosotros, siendo tan solo distinto el método de tinción 
posterior.  
 
En suma, la técnica utilizada para la evaluación morfológica del plexo 
parece adecuada a la luz de la literatura previa. Como ocurría con el 
estudio en cortes transversales, el problema se planteó en el momento de 




6.2.2.- Cuantificación de los hallazgos: 
 
Parece evidente que las descripciones subjetivas de la inervación intestinal 
no son del todo correctas, pues están sujetas tanto a posibles artefactos 
de la técnica como a interpretaciones dependientes del 
observador/investigador. Existen trabajos que emplean tan solo este tipo 
de parámetros para la descripción de las alteraciones neuronales 
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intestinales178,394, considerando variables como presencia/ausencia, 
hipertrofia subjetiva, complejidad de red neuronal,... sin describir ningún 
valor objetivable y no dependiente del observador. 
 
Sin embargo, son más los autores que usan mediciones más objetivas 
para la evaluación del plexo mientérico, hecho que no sorprende dada la 
claridad anatómica de las preparaciones obtenidas. Brevemente, algunas 
de las mediciones que se han descrito son389,390,399,400: 
 
- Número de ganglios por campo microscópico. 
- Número de células por ganglio. 
- Número de células por campo microscópico. 
- Porcentaje de tejido neural en el plexo. 
- Volumen nuclear medio de las células ganglionares. 
- Porcentaje de área intestinal ocupada por el plexo medida con 
una matriz de 165 intersecciones. 
- Intensidad de tinción y de colonización de un segmento concreto 
intestinal, evaluada en una escala determinada y por un 
observador ajeno al experimento.  
  
Nuestro trabajo usa algunos de estos parámetros para la evaluación del 
plexo mientérico en el esófago de la rata con HDC, describiendo en primer 
lugar la impresión subjetiva del observador y usando un método de 
cuantificación objetiva para el análisis de los datos. En nuestro caso los 3 
valores estudiados son reflejo sin duda de la morfología neuronal y de la 
complejidad del tejido del plexo. Por un lado el número de células por 
ganglio da una idea del tamaño ganglionar y de la intensidad de 
colonización o proliferación celular en el tejido. Para evaluar de forma 
indirecta el tamaño celular, usamos además el área de cada ganglio; en el 
caso de número de células inferior pero con un tamaño más grande, esta 
área sería similar en los 2 grupos. El hallazgo sin embargo confirma que la 
morfología celular es similar en los animales con HDC y en los controles, 
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pues en los primeros tanto el número de células como en área de cada 
ganglio es significativamente menor. 
 
Por último, medimos también el área que ocupaban todos los ganglios con 
respecto al área global del esófago. Esta medición evita el sesgo que 
pudiera corresponder al menor tamaño y peso de los animales tratados 
con Nitrofen respecto a los controles. De todos los experimentos de 
nuestro grupo y de otros sabemos que el peso de los fetos con HDC es 
significativamente menor al de los controles, lo que obliga a realizar 
correcciones cuando se trata de evaluar, por ejemplo, hipoplasia pulmonar 




6.3.- IMPORTANCIA DE LOS HALLAZGOS  
 
Parece evidente la repercusión que tiene una alteración de la inervación 
del esófago sobre la función digestiva. Como hemos visto en la 
introducción y está descrito en el Anexo I, los plexos nerviosos se 
encargan de transmitir las órdenes provenientes del Sistema Nervioso 
Autónomo. De esta manera se logra la contracción esofágica, un 
mecanismo que cuando está alterado (como ocurre en la atresia de esófago 
o en la achalasia) produce sintomatología en ocasiones muy grave. En el 
caso de la atresia esofágica, además, están descritos múltiples hallazgos 
patológicos en la inervación esofágica extrínseca e intrínseca tanto en el 
animal de experimentación como en el humano. 
 
La HDC no es una enfermedad distinta desde este punto de vista. La 
sintomatología derivada de una malfunción digestiva esofágica o gástrica, 
ya  sea considerada primaria o secundaria, es evidente. Los pacientes que 
sobreviven a esta condición sufren RGE y dificultades para la 
alimentación desde la primera infancia. Una de sus principales secuelas a 
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largo plazo es digestiva, y muchos de ellos necesitan operaciones para el 
reflujo gastroesofágico.  El paralelismo existente entre la enfermedad 
humana y la obtenida en el animal de experimentación, tal y como hemos 
descrito en varias partes de este trabajo, añade importancia al hallazgo, 










































1.- En el modelo experimental de hernia diafragmática congénita inducida 
con el teratógeno nitrofen, existen importantes alteraciones en la 
inervación esofágica extrínseca del esófago, que incluyen ausencia de 
troncos vagales, ausencia de nervios recurrentes laríngeos, hipoplasia 
nerviosa, desviación del trayecto normal de los nervios, así como cambio 
de las relaciones anatómicas de éstos con el resto de estructuras 
mediastínicas. 
 
2.- El plexo mientérico esofágico de los animales con hernia diafragmática 
congénita presentó también importantes diferencias con respecto al de los 
controles. Dichas alteraciones no han sido descritas hasta la fecha y 
reflejan, junto con las correspondientes a los nervios vago y recurrente 
laríngeo, un desarrollo anormal de estas estructuras derivadas de la 
cresta neural. 
 
3.- Los estudios morfométricos del plexo mientérico realizados mediante 
técnicas inmunohistoquímicas e histoquímicas, demuestran un menor 
desarrollo en los fetos con hernia diafragmática en comparación con los 
controles en términos de número de áreas ganglionares, número de 
ganglios, número de células teñidas y área ganglionar relativa. 
 
4.- Estos hallazgos representan una evidencia experimental más de la 
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